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Περίληψη 
Εδώ και αρκετά χρόνια έχει παρατηρηθεί έντονο ενδιαφέρον για τη μελέτη των 
φυτικών προϊόντων με πολυφαινολικό περιεχόμενο  στο οποίο αποδίδεται μεγάλη σε 
έκταση βιοδραστικότητα. Για το λόγο αυτό η επιστημονική κοινότητα έχει στρέψει το 
ενδιαφέρον της στο πολυφαινολικό περιεχόμενο του ελαιολάδου και των αποβλήτων 
του, στο οποίο αποδίδονται σημαντικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες που πιθανόν να 
σχετίζονται στην πρόσληψη ασθενειών. 
Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη των αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων σε 
εκχυλίσματα δειγμάτων από απόβλητα ελαιοτριβείου ενθυλακωμένα σε μαλτοδεξτρίνη, 
ζελατίνη και πρωτεΐνη τυρογάλακτος. Η τεχνολογία της ενθυλάκωσης δίνει την 
δυνατότητα για προστασία και ελεγχόμενη απελευθέρωση των εκχυλισμάτων μέσω της 
παγίδευσης τους στο φορέα, όπως επίσης  και στην αύξηση της βιοδιαθεσιμότητας για 
την αξιοποίηση των αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων των εκχυλισμάτων.  
Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν (3)  μέθοδοι για την εξέταση της αντιοξειδωτικής 
δράσης. Η πρώτη μέθοδός στηρίζεται στην εξουδετέρωση της σταθερής χημικής ρίζας 
ABTS
•+  από τις πολυφαινολικές ενώσεις. Από τις μετρήσεις που έγιναν  προέκυψε ότι τα 
δείγματα παρουσίασαν ισχυρή  ικανότητα εξουδετέρωσης της  ρίζας   ABTS•+. Η δεύτερη 
μέθοδος στηρίζεται στην  ικανότητα των εκχυλισμάτων να προστατεύουν το DNA από 
την πρόκληση μονόκλωνων θραυσμάτων,  που οφείλονται στη δράση ελευθέρων ριζών  
και συγκεκριμένα των ριζών περοξυλίου (ROO•).Και στις 2 in vitro μεθόδους η σειρά 
δραστικότητας των εκχυλισμάτων σύμφωνα με την αντιοξειδωτική δράση ήταν 
παραπλήσια, με ισχυρότερο το εκχύλισμα 13 το οποίο ήταν ενθυλακωμένο σε 
μαλτοδεξτρίνη ενώ ασθενέστερα παρουσιάστηκαν τα εκχυλίσματα 2 και 24 τα οποία 
ήταν ενθυλακωμένα σε πρωτεΐνη τυρογάλακτος.    Στο τρίτο και τελευταίο στάδιο  
μελετήθηκε η αντιοξειδωτική δράση του πιο ισχυρού εκχυλίσματος  σε ενδοθηλιακά 
κύτταρα (κυτταρική σειρά  EA.hy 926), όπου προσδιορίστηκαν τα επίπεδα της 
γλουταθειόνης (GSH) και των ελευθέρων ριζών (ROS) με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας 
ροής. Και οι δύο δείκτες εξετάστηκαν και παρουσία οξειδωτικού παράγοντα. Τα επίπεδα 
της γλουταθειόνης αυξήθηκαν σημαντικά χωρίς την παρουσία του οξειδωτικού 
παράγοντα, ενώ παρουσία του η αύξηση δεν ήταν τόσο σημαντική λογώ του οξειδωτικού 
stress. Τα επίπεδα των ελεύθερών ριζών θα αναμέναμε να μειωνόντουσαν, αλλά 
παρατηρήθηκε μείωση απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μόνο στην μεγάλη 
συγκέντρωση, ενώ παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα τα επίπεδα των ελεύθερων 
ριζών δεν επηρεάστηκαν σε σύγκριση με το control.       
Με βάση τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας, προτείνεται η  ανάκτηση, με 
χρήση  σύγχρονων και ασφαλών για την ανθρώπινη υγεία μεθόδων, των φυτικών 
πολυφαινολών που περιέχονται σε μεγάλες ποσότητες στα παραπροϊόντα (απορρίμματα) 
της παραγωγικής διαδικασίας.  Επίσης, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι μετά την 
ενθυλάκωσή τους τα εκχυλίσματα διατήρησαν ισχυρή ικανότητα αντιοξειδωτικής δράσης 
και ιδιαίτερα αυτά που ενθυλακώθηκαν σε μαλτοδεξτρίνη. 
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ABSTRACT   
Although olive mill waste waters (OMWW) cause serious environmental 
problems, they are rich in plant polyphenols, bioactive compounds having beneficial 
effects on human health, especially due to their antioxidant activity (1). Thus, in the 
present study, a polyphenolic extract was isolated from OMWW using the supercritical 
carbon dioxide method. Afterwards, the extract was encapsulated in whey protein, 
maltodextrin and gelatin or in combinations of these materials using the spray drying 
method in order to increase their bioavailability.  Then, the encapsulated extracts were 
examined for their antioxidant activity using the ABTS
●+
 radical scavenging assay. The 
results showed that the encapsulated samples had antioxidant activity with IC50 values 
from 145 to 710 μg/ml. Moreover, the DNA plasmid breakage assay was used to assess 
the samples’ activity to inhibit DNA damage induced by peroxy radicals (ROO•) 
produced from thermal decomposition of 2,2’-azobis(2-amidinopropane hydrochloride 
(AAPH). The results showed that the samples protected from peroxy radical-induced 
DNA damage with IC50 values from 397 to 2300 μg/ml. Furthermore, it was examined the 
samples’ ability to affect the antioxidant mechanisms in human endothelial cells by 
estimating the total reactive oxygen species (ROS) levels and GSH levels by flow 
cytometry. The results showed that the encapsulated extracts reduced ROS and increased 
GSH levels, and thus suggesting the enhancement of antioxidant mechanisms. In 
conclusion, the results showed that polyphenolic extracts from OMWW after 
encapsulation have strong antioxidant activity, and consequently they may be used as 
food supplements or for the development of biofunctional foods. 
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1. Εισαγωγή   
Χωρίς  αμφιβολία,  η  καλλιέργεια  της  ελιάς  και  η  παραγωγή  ελαιόλαδου  
χαρακτηρίζεται  ζήτημα  ζωτικής  σημασίας  για  την  οικονομία  της  χώρας  και  την 
ανάπτυξη της επαρχίας ειδικότερα. Η Ελλάδα κατέχει την τρίτη θέση στον κόσμο στον 
τομέα αυτό, και γι αυτό η  ελαιοκαλλιέργεια  αποτελεί μια από τις σημαντικότερες 
δραστηριότητες του πρωτογενούς τομέα  παραγωγής. Επιπλέον, υπάρχουν πολλές 
μελέτες που χαρακτηρίζουν  τη μεσογειακή δίαιτα ως ένα υγιές μοντέλο διατροφής που  
συνδέεται με μειωμένο κίνδυνο των καρδιαγγειακών παθήσεων και του καρκίνου. 
Φυσικά, η παραδοσιακή μεσογειακή διατροφή, βασίζεται στην πλούσια ποικιλία των 
φυτικών τροφών, στην υψηλή κατανάλωση δημητριακών, στο ελαιόλαδο, στην χαμηλή 
κατανάλωση κρέατος  και στην μέτρια κατανάλωση κρασιού. 
Η  παραγωγή όμως του ελαιολάδου συμπεριλαμβάνει και την παραγωγή αποβλήτων  
τα οποία συγκαταλέγονται στα κατ’ εξοχήν βεβαρημένα από πλευράς ρυπαντικού 
φορτίου γεωργικά βιομηχανικά απόβλητα. Συγκεκριμένα, ένα μεσαίου μεγέθους 
ελαιοτριβείο, παράγει περίπου 1.000 τόνους απόβλητα ανά περίοδο συγκομιδής 
ελαιοκάρπου,  µε οργανικό φορτίο το οποίο ισοδυναμεί µε τα ετήσια απόβλητα  µιας 
πόλης 30.000 κατοίκων. Από τα συστατικά των υγρών αποβλήτων (κατσίγαρος), 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι φαινόλες, οι οποίες ως αντιοξειδωτικές ουσίες 
εµποδίζουν τη διάσπαση των λιπαρών οξέων και βοηθούν στη διατήρηση του λαδιού, δεν 
το αφήνουν δηλαδή να οξειδωθεί, (Tsimidou et al., 1992 ;  Ryan  & Robards et.al., 1998).  
Είναι όµως η κύρια ρυπαντική  παράµετρος, η οποία ευθύνεται για τις σημαντικότατες 
περιβαλλοντικές επιπτώσεις των υγρών αποβλήτων των ελαιουργείων. Για το λόγο αυτό 
η απομόνωση των πολυφαινολών και η εκτίμηση των αντιοξειδωτικών ικανοτήτων τους 
προσφέρει θετικά μηνύματα όχι μόνο για οικονομικούς λόγους αλλά και για 
περιβαλλοντικούς. 
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1.1 Η παραγωγή του ελαιολάδου και τα απόβλητα του 
Από την αρχαιότητα είχε αναγνωριστεί στο ελαιόλαδο η ιδιαίτερη συνεισφορά του 
σε θέµατα υγείας και ο Ιπποκράτης είχε αναφερθεί σε αυτό ως  «το µέγα φάρµακο». 
Σήµερα, οι περισσότερο εμπεριστατωμένες έρευνες και µελέτες έχουν αναδείξει το 
ελαιόλαδο, ως ένα από τα σηµαντικότερα προϊόντα υγιεινής διατροφής. Θεωρείται ότι 
συµβάλλει στην µείωση των καρδιακών νοσηµάτων, της χοληστερόλης και παρεµποδίζει 
την εµφάνιση καρκίνου, ενώ οι πολυφαινόλες του ελαιολάδου, οι οποίες αποτελούν 
φυσικά αντιοξειδωτικά επιδρούν ευεργετικά στην πρόληψη ή και θεραπεία πολλών 
άλλων νοσηµάτων (Visioli F., Galli, C.  1998, Owen et al. 2000, Andrikopoulos et al. 
2002). 
Οι καλλιεργούμενες  µε ελιά εκτάσεις στη χώρα  µας αποτελούν το 18,5% της 
συνολικής γεωργικής γης, οι οποίες δίνουν περίπου, µια παραγωγή 1.880.000 τόνους 
ελιάς ανά έτος. Στην Εικόνα 1, δίνονται η παραγωγή ελιάς και ελαιολάδου καθώς και οι 
καλλιεργούμενες εκτάσεις στη Μεσόγειο. 
 
         Εικόνα 1. Παραγωγή Ελιάς - Ελαιολάδου - Καλλιεργούµενες Εκτάσεις. 
                    ( http://www.fiw.rwth-aachen.de/cms/index.php?id=349) 
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1.2   Ποιοτική Κατάταξη του Ελαιολάδου                    
Η ποιοτική κατάταξη του ελαιολάδου, ακολουθεί συγκεκριμένη μεθοδολογία και 
υπακούει σε διεθνείς σταθερές όπως αυτές προβλέπονται από τους κανονισμούς που έχει 
εφαρμόσει το Διεθνές Συμβούλιο Ελαιολάδου (International Olive Council), το οποίο έχει 
συσταθεί ακριβώς για την προστασία της ποιότητας του ελαιολάδου και των 
καταναλωτών. Για τη εγγύηση της ποιότητας του ελαιολάδου έχει σχεδιαστεί ένα ευρύ 
και τεκμηριωμένο Σύστημα Διασφάλισης Ποιότητας, το οποίο ακολουθεί σαφείς και 
συγκεκριμένες διαδικασίες.  
 Ως ποιότητα, εκφράζεται «το σύνολο των χαρακτηριστικών μιας υπηρεσίας ή ενός 
προϊόντος, που ικανοποιούν εκφρασμένες ή συνεπαγόμενες ανάγκες». Οι επίσημες 
ποιοτικές κατηγορίες ελαιολάδου είναι οι ακόλουθες: 
 Παρθένα Ελαιόλαδα: Έλαια που λαμβάνονται από τον ελαιόκαρπο μόνο με 
μηχανικές μεθόδους ή άλλες φυσικές επεξεργασίες, με συνθήκες που δεν 
προκαλούν αλλοίωση του ελαίου και τα οποία δεν έχουν υποστεί καμία άλλη 
επεξεργασία πλην της πλύσης, της μετάγγισης, της φυγοκέντρισης και της 
διήθησης. Εξαιρούνται τα έλαια που λαμβάνονται με διαλύτες, με βοηθητικές 
ύλες παραλαβής που έχουν χημική ή βιοχημική δράση, ή με μεθόδους 
επανεστεροποίησης ή πρόσμειξης με έλαια άλλης φύσης. Τα έλαια αυτά 
κατατάσσονται και ταξινομούνται αναλυτικά με τις ακόλουθες ονομασίες: 
              α) Εξαιρετικό ή έξτρα Παρθένο Ελαιόλαδο (virgin olive oil - extra). 
Το ελαιόλαδο, του οποίου η περιεκτικότητα σε ελεύθερα λιπαρά οξέα (οξύτητα), 
δεν υπερβαίνει τα 0,8 g ανά 100 g (0,8%) και τα άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά 
του είναι σύμφωνα με τα προβλεπόμενα για την κατηγορία αυτή: 
                β) Παρθένο Ελαιόλαδο.  Το ελαιόλαδο η οξύτητα του οποίου δεν 
υπερβαίνει το 2,0% και τα άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του είναι σύμφωνα με 
τα προβλεπόμενα για την κατηγορία αυτή 
               γ) Ελαιόλαδο Λαμπάντε.  Το ελαιόλαδο του οποίου η οξύτητα είναι 
μεγαλύτερη του 2,0% και τα άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του είναι σύμφωνα 
με τα προβλεπόμενα για την κατηγορία αυτή. 
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 Εξευγενισμένο Ελαιόλαδο: Το ελαιόλαδο που λαμβάνεται από τον εξευγενισμό 
παρθένων ελαιολάδων, η οξύτητα του οποίου δεν υπερβαίνει το 0,3 % και τα 
άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του είναι σύμφωνα με τα προβλεπόμενα για την 
κατηγορία αυτή. 
 
 Ελαιόλαδο-αποτελούμενο από εξευγενισμένα ελαιόλαδα και παρθένα 
ελαιόλαδα: Το έλαιο που λαμβάνεται από ανάμειξη εξευγενισμένου ελαιολάδου 
και παρθένων ελαιολάδων, εκτός από το ελαιόλαδο λαμπάντε, η οξύτητα του 
οποίου δεν υπερβαίνει το 1,0% και τα άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του είναι 
σύμφωνα με τα προβλεπόμενα για την κατηγορία αυτή. 
 
 Ακατέργαστο Πυρηνέλαιο: Το έλαιο που λαμβάνεται από τους πυρήνες της 
ελιάς, κατόπιν επεξεργασίας με διαλύτες ή με φυσικά μέσα ή το έλαιο που 
αντιστοιχεί (με εξαίρεση ορισμένα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά), σε ελαιόλαδο 
λαμπάντε. 
 
 Εξευγενισμένο Πυρηνέλαιο: Το έλαιο που λαμβάνεται από τον εξευγενισμό του 
ακατέργαστου πυρηνελαίου, η οξύτητα του οποίου δεν υπερβαίνει το 0,3% και τα 
άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του είναι σύμφωνα με τα προβλεπόμενα για την 
κατηγορία αυτή. 
 
 Πυρηνέλαιο: Το έλαιο που λαμβάνεται από ανάμειξη εξευγενισμένου 
πυρηνελαίου και παρθένων ελαιολάδων, εκτός από το ελαιόλαδο λαμπάντε, η 
οξύτητα του οποίου δεν υπερβαίνει το 1,0% και τα άλλα ιδιαίτερα 
χαρακτηριστικά του είναι σύμφωνα με τα προβλεπόμενα για την κατηγορία αυτή. 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:40:11 EET - 137.108.70.7
12 
 
                                                                                                                     
1.2   Πώς Καθορίζεται η Ποιότητα του Ελαιολάδου; 
Οι φυσικοχημικές παράμετροι βάσει των οποίων χαρακτηρίζεται η ποιότητα του 
ελαιολάδου είναι οι ακόλουθες: 
 α. Οξύτητα. Υψηλή οξύτητα συνήθως σημαίνει ότι το ελαιόλαδο προέρχεται από 
ταλαιπωρημένο ελαιόκαρπο ή ακατάλληλες συνθήκες ελαιοποίησης. 
  β.  Υπεροξείδια.  Τα υψηλά υπεροξείδια υποδηλώνουν ότι το ελαιόλαδο έχει υποστεί 
οξειδωτικές ή άλλες αλλοιώσεις. 
   γ.   Κήροι (Ένδειξη παρουσίας πυρηνελαίου). 
  δ.  Κορεσμένα Λιπαρά Οξέα στη Θέση 2. (Παρουσία εστερεοποιημένων «συνθετικών» 
ελαίων). 
 ε. Στιγμασταδιένια. (Ένδειξη παρουσίας ραφινέ ελαίων σε παρθένα ελαιόλαδα). 
  στ.  ΔECN 42 (Ένδειξη παρουσίας σπορέλαιων). 
  ζ.   Κ 232 (Δείκτης αρχικών σταδίων οξείδωσης). 
  η.   Κ 270 (Δείκτης προχωρημένου σταδίου οξείδωσης). 
  θ. ΔΚ (Μαθηματική σχέση υπολογισμού συντελεστών απορρόφησης υπεριώδους 
ακτινοβολίας). 
  ι. Οργανοληπτική Αξιολόγηση. (Στατιστική μέθοδος προσδιορισμού οργανοληπτικών 
χαρακτηριστικών). 
  ια.  Μυριστικό, Λινολενικό, Αραχιδικό, Εικοσενικό, Βεχενικό, Λιγνοκηρικό οξύ. 
(Περιεκτικότητες μεγαλύτερες των ποσοστών των επιτρεπτών ορίων, υποδηλώνουν 
αντίστοιχα την παρουσία κάποιου σπορέλαιου). 
  ιβ. Trans Ισομερή Λιπαρά Οξέα. (Ένδειξη παρουσίας ραφινέ ελαίων σε παρθένα 
ελαιόλαδα). 
 ιγ.   Χοληστερόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας ζωικού λίπους). 
 ιδ.   Βρασικαστερόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιου).  
 ιε.   Καμπεστερόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιου). 
 ιστ. Στιγμαστερόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιου). 
 ιζ. Συνολική β-Σιτοστερόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιου). 
 ιη.   δ7-Στιγμαστενόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιου). 
 ιθ. Συνολικές Στερόλες. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας σπορέλαιων). 
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  κ.   Ερυθροδιόλη και Ουβαόλη. (Πιθανή ένδειξη παρουσίας πυρηνελαίου). 
 κα. Αλογονωμένοι Διαλύτες. (Επιμόλυνση του ελαιολάδου με διάφορα τοξικά). 
    Πηγή: http://www.gge.gr/up/files/elaiol_typo.pdf 
 
1.3  Απόβλητα Ελαιουργείων 
Κατά την κατεργασία του ελαιοκάρπου στα ελαιουργεία, παράλληλα με το 
ελαιόλαδο, παράγεται και μία σειρά παραπροϊόντων. Αυτά είναι: 
 ελαιοπυρήνας, που αποτελείται από τα αλεσμένα στερεά συστατικά του 
καρπού (κυρίως του κουκουτσιού),  
 Tα ελαιόφυλλα, που έχουν μεταφερθεί με τον ελαιόκαρπο και  
 Μία σημαντική σε όγκο και οργανικό φορτίο ποσότητα υγρών αποβλήτων, 
που είναι γνωστά ως "λιοζούμι", "κατσίγαρος" ή "μούργα". Ο κατσίγαρος 
συνίσταται από το υδατικό κλάσμα του χυμού του ελαιοκάρπου και από το 
νερό που χρησιμοποιείται στις διάφορες φάσεις παραγωγής του λαδιού στο 
ελαιουργείο.  
 
Ουσιαστικά, πρόκειται για ένα υδατικό φυτικό εκχύλισμα, που περιέχει μία σειρά 
από ουσίες όπως σάκχαρα, αζωτούχες ενώσεις, οργανικά οξέα, πολυαλκοόλες, 
πολυφαινόλες και υπολείμματα ελαίου. Η άμεση επίπτωση του κατσίγαρου στο 
περιβάλλον είναι η αισθητική υποβάθμιση που προκαλεί και η οποία οφείλεται στην έντονη 
οσμή του και στο σκούρο χρώμα του. Παράλληλα, εξαιτίας του υψηλού οργανικού 
φορτίου που περιέχει, είναι πιθανόν να δημιουργήσει ευτροφικά φαινόμενα σε 
περιπτώσεις που καταλήγει σε αποδέκτες με μικρή ανακυκλοφορία νερών (κλειστούς 
θαλάσσιους κόλπους, λίμνες κ.τ.λ). 
 
 
1.4  Η Σύσταση των Αποβλήτων του Ελαιοτριβείου.  
Τα υγρά απόβλητα του ελαιοτριβείου, χαρακτηρίζονται από: 
 Έντονα ιώδες-σκούρο καφέ έως μαύρο χρώμα.  
 Πολύ έντονη μυρωδιά ελαιολάδου. 
 Πολύ μεγάλο οργανικό φορτίο (τιμές COD μέχρι και 220g/l).  
 Τιμές pH μεταξύ 3 και 6.  
 Υψηλή ηλεκτρική αγωγιμότητα . 
 Μεγάλη συγκέντρωση πολυφαινολικών ενώσεων (από 0,5 έως 24g/l).  
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 Μεγάλη περιεκτικότητα σε στερεή ουσία.  
Τα υγρά απόβλητα του ελαιοτριβείου, ανήκουν στα Γεωργικά απόβλητα, που το εύρος 
των τιμών τους, επηρεάζεται από παράγοντες όπως: 
 Κλιματολογικές συνθήκες. 
 Ποικιλία ελιών. 
 Ηλικία ωρίμανσης των καρπών. 
 Χρήση φυτοφαρμάκων και λιπασμάτων. 
 Τύπος εδάφους. 
 Τύπος τεχνολογίας παραγωγής. 
 Χρόνος συγκομιδής και αποθήκευσης, πριν την επεξεργασία. 
 
 Από τα συστατικά που περιέχονται στον κατσίγαρο, οι πολυφαινόλες 
παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον, διότι από τη μία πλευρά προσδίδουν στα 
απόβλητα τοξικές ιδιότητες έναντι των φυτών και αποδομούνται με βραδύ σχετικά 
ρυθμό, από εξειδικευμένες ομάδες μικροοργανισμών, ενώ από την άλλη είναι υπεύθυνες 
για τη συντήρηση της ποιότητας του λαδιού στο χρόνο (χαμηλή οξύτητα) ως φυσικό 
συντηρητικό.  
  Επειδή, η παραγωγή του ελαιολάδου είναι μία φυσική διαδικασία, πρέπει να 
σημειωθεί ότι ο κατσίγαρος δεν περιέχει άλλες ουσίες που είναι ιδιαίτερα τοξικές, 
όπως τα βαρέα μέταλλα και οι συνθετικές οργανικές ενώσεις..  
Το υψηλό οργανικό φορτίο του κατσίγαρου, σε συνάρτηση με την παρουσία των 
πολυφαινολών, δεν επιτρέπει την απευθείας διάθεση του στο περιβάλλον, αλλά καθιστά 
αναγκαία την περαιτέρω επεξεργασία του.  
Για την επεξεργασία και διάθεση του κατσίγαρου έχουν δοκιμαστεί διάφορες 
μέθοδοι σε εργαστηριακή και πραγματική κλίμακα. Παρόλα αυτά, μέχρι σήμερα δεν 
έχει προταθεί μία ολοκληρωμένη λύση, αλλά έχουν εφαρμοστεί διάφορες τεχνικές 
κατά περίπτωση, που παρουσιάζουν ορισμένα μειονεκτήματα τεχνικής ή οικονομικής 
φύσεως και δεν έχουν επιλύσει ικανοποιητικά το πρόβλημα. 
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1.5  Μέθοδοι διαχείρισης των υγρών αποβλήτων ελαιουργείων. (ΥΑΕ). 
 
Μηχανική επεξεργασία. 
Βιολογική 
επεξεργασία. 
Φυσικοχηµική 
επεξεργασία. 
 
 
1) Διήθηση (Filtration). 
 
 
1)    Λίµνες Εξάτµισης           
(Lagoons). 
 
1) Διαχωρισµός µε 
µεµβράνες. 
(Membrane 
separation). 
 
2) Επίπλευση (Flotation). 
 
2) Μέθοδος Ενεργού 
ιλύος (Activated 
Sludge). 
(α) Αποµάκρυνση 
Αµµωνιακού Αζώτου. 
(β) Αποµάκρυνση 
Φωσφόρου. 
2)  Αποτέφρωση      
(Incineration). 
 3)Καθίζηση (Sedimentation). 
4) Απολίπωση (Degreasing). 
 
Πίνακας 1.  Μέθοδοι Διαχείρισης των Υγρών Αποβλήτων Ελαιουργείων. 
 
 
Πολλοί επιστήµονες εργάζονται πάνω στην εύρεση αποδοτικών, και από άποψη 
κόστους,  εναλλακτικών  µεθόδων διαχείρισης.  Για  να επιτευχθεί  αυτός   ο σκοπός, 
διάφορες  μέθοδοι,  αλλά και συνδυασµοί αυτών, έχουν εφαρµοστεί, 
συµπεριλαµβανοµένου χηµικών, µηχανικών, φυσικών, βιολογικών και θερµικών 
µεθόδων.  
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1.5.1.  Μηχανική επεξεργασία. 
1) Διήθηση (Filtration). Η διήθηση, είναι  µια από τις παλαιότερες  µεθόδους για 
την αποµάκρυνση των στερεών από τα υγρά απόβλητα. Τα στερεά περιλαµβάνουν άργιλο 
και ιλύ, οργανική ουσία, ιζήµατα από άλλες επεξεργασίες, σίδηρο, µαγγάνιο και 
µικροοργανισµούς. Ο διαχωρισµός γίνεται  µε τη βοήθεια πορώδους υλικού που 
συγκρατεί τα στερεά και επιτρέπει τη διέλευση της υγρής φάσης. Τα φίλτρα µπορεί να 
είναι στρώµατα άµµου, αµµοχάλικου ή ενεργού άνθρακα που βοηθούν στην αφαίρεση 
και των πιο  µικρών µορίων.  
          Συνήθως, η διήθηση χρησιµοποιείται για την αποµάκρυνση των στερεών   υλικών  
από  τα  υγρά  απόβλητα  που µπορεί να εµποδίσουν την περαιτέρω επεξεργασία  (πχ 
φράξιµο σωλήνων).  Η διήθηση για  την αποµάκρυνση των αιωρούµενων στερεών από 
τα υγρά απόβλητα βασίζεται στις µεθόδους διαχωρισµού µεµβρανών. 
2) Επίπλευση (Flotation):  Η επίπλευση, είναι µια µηχανική µέθοδος διαχωρισµού 
των αιωρούµενων στερεών από τα υγρά απόβλητα. Η χρήση ενός αερίου στο σύστηµα, 
όπως αέρα ή αζώτου, διευκολύνει το διαχωρισµό. Η αρχή της µεθόδου είναι απλή. Το 
αέριο διοχετεύεται υπό πίεση στα απόβλητα σχηµατίζοντας λεπτές φυσσαλίδες και 
προσροφάται στην επιφάνεια των στερεών, µειώνοντας το ειδικό βάρος και 
διευκολύνοντας το διαχωρισµό. Για τη διευκόλυνση της διαδικασίας χρησιµοποιούνται 
χηµικές ουσίες όπως:  
  I.  Ουσίες  που  προκαλούν αφρισµό (foaming chemicals). Η δηµιουργία αφρού 
σταθεροποιεί τις φυσαλίδες και τον αφρό στην επιφάνεια τηςδεξαµενής. Σε διαφορετική 
περίπτωση,  εάν σταµατήσει ο σχηµατισµός φυσαλίδων και αφρού,  τα αιωρούµενα 
στερεά θα κατακρηµνιστούν. 
 II. Ουσίες που καθιστούν τα αιωρούµενα στερεά υδρόφοβα. Με τη χρήση των 
ουσιών αυτών, τα αιωρούµενα στερεά προσκολλώνται ευκολότερα στις φυσαλίδες του 
αέρα και κινούνται προς την επιφάνεια. Αυτοί οι χηµικοί παράγοντες καλούνται  επίσης  
συλλέκτες (collectors). 
III.  Μερικοί ρυθµιστικοί παράγοντες όπως ρυθµιστές pH, ουσίες που προκαλούν 
κροκίδωση, κλπ. 
Εφαρµόζονται διάφοροι τύποι επίπλευσης, οι όποιοι διαφέρουν κυρίως στον τρόπο 
που παράγονται οι φυσαλίδες. Η επίπλευση µε διαλυµένο αέρα  (dissolved air flotation), 
είναι η ευρύτερη µέθοδος που εφαρµόζεται λόγω της αποτελεσµατικότητας στην 
αποµάκρυνση  µεγάλου εύρους στερεών. Μέχρι τώρα, η επίπλευση 
χρησιµοποιούνταν µόνο σε πειραµατικό στάδιο για την επεξεργασία των αποβλήτων των 
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ελαιοτριβείων. Η επίπλευση  µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την αφαίρεση  της πολύ 
λεπτής φάσης ελαίου (γαλάκτωµα) στα απόβλητα, αλλά η εφαρµογή παραµένει οριακή 
λόγω της χαµηλής αναλογίας δαπάνη/όφελος.  
3)  Καθίζηση (Sedimentation) :Η καθίζηση στηρίζεται στη µεγαλύτερη πυκνότητα 
των µορίων από αυτή του νερού για την αποµάκρυνσή τους από την υδατική φάση. Η 
διαδικασία  µπορεί να είναι φυσική  (κατακρήµνιση λόγω βαρύτητας)  ή εξαναγκασµένη  
(σε φυγοκεντρικό διαχωριστή ή κυκλώνα).  Μετά από την αφαίρεση των ογκωδών 
στερεών, τα υγρά απόβλητα ρέουν στις δεξαµενές καθίζησης, όπου η ταχύτητα ροής 
µειώνεται και τα αιωρούµενα υλικά βυθίζονται στον πυθµένα της δεξαµενής. Σε αυτό το 
στάδιο αποµακρύνεται το 50% περίπου των διαλυµένωνστερεών και το 35% του BOD. 
Επίσης, τα συστατικά που επιπλέουν όπως το έλαιο συλλέγονται από την επιφάνεια των 
δεξαµενών. Το υλικό που καθιζάνει (ιλύς), συλλέγεται σε µια χοάνη και οδηγείται για 
περαιτέρω επεξεργασία. Μερικές φορές χρησιµοποιείται ασβέστης για τον έλεγχο των 
ανεπιθύµητων οσµών.   
4)  Απολίπωση (Degreasing): Πριν την επεξεργασία των υγρών αποβλήτων στο 
σύστηµα βιολογικού καθαρισµού, θα πρέπει πρώτα να αποµακρυνθεί η λιπαρή φάση µε 
τη χρήση παγίδας λιπών, δεδοµένου ότι εµποδίζουν την οµαλή λειτουργία των 
βιολογικών εγκαταστάσεων επεξεργασίας υγρών αποβλήτων. Παράγοντας 
αποφασιστικής σηµασίας για την επιλογή του κατάλληλου  συστήµατος  
απολίπωσης  είναι το  µέγεθος των ελαιοσταγονιδίων.  Όσο  µεγαλύτερα είναι τα 
σταγονίδια, τόσο  µεγαλύτερη είναι η τάση τους να σχηµατίσουν ένα φίλµ ελαίου στην 
επιφάνεια του νερού, για την αποµάκρυνση του οποίου χρησιµοποιούνται ειδικές 
συσκευές, οι απολιπωτές (oil skimmer). Οι συσκευές αυτές είναι ιµάντες ή δίσκοι 
από χάλυβα ή πλαστικό που βυθίζονται συνεχώς στα υγρά απόβλητα. Το έλαιο 
προσκολλάται στην υδρόφιλη φάση και στη συνέχεια αποµακρύνεται από την επιφάνεια. 
Στην περίπτωση που τα σταγονίδια του ελαίου είναι πολύ µικρά ή η συγκέντρωση του 
ελαίου είναι χαµηλή, χρησιµοποιούνται οι φυγοκεντρικοί διαχωριστές ή διαχωριστές 
βαρύτητας. 
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1.5.2  Φυσικοχηµική επεξεργασία. 
Η αποτελεσµατική επεξεργασία των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων περιλαµβάνει 
την κατάλληλη προ-επεξεργασία  µε  µεθόδους όπως η διήθηση, η συσσωµάτωση 
(flocculation)  και το φιλτράρισµα. Με την επιλογή του καλύτερου χηµικού παράγοντα 
(πολυηλεκτρολύτη) για συσσωµάτωση, είναι δυνατόν να αποβληθεί σηµαντικό ποσοστό 
κολλοειδών σωµατιδίων από τα υγρά απόβλητα, τα οποία θα αφαιρεθούν στη συνέχεια µε   
ένα φίλτρο άµµου (sandbed). To τελικό στάδιο περιλαµβάνει διήθηση  µέσω  
µεµβρανών που εξασφαλίζει συνολική  µείωση του οργανικού φορτίου κατά 95%.  
1)  Διαχωρισµός µε µεµβράνες (Membrane separation).  
     H µέθοδος αυτή εφαρµόζεται  για την  αποµάκρυνση αιωρούµενων, κολλοειδών 
και διαλυµένων ουσιών από τα υγρά απόβλητα. Χρησιµοποιείται µία ηµιπερατή ή 
πορώδης  µεµβράνη, η οποία λειτουργεί σαν φυσικό φράγµα µέσω του οποίου οι ουσίες 
είτε περνούν είτε παρακρατούνται ανάλογα µε το µέγεθός τους. Η δοµή και τα 
χαρακτηριστικά της  µεµβράνης καθορίζουν τη φύση του διαχωρισµού. Κοινό 
χαρακτηριστικό όλων των διαδικασιών διήθησης µε µεµβράνες είναι η εφαρµογή πίεσης, 
η οποία αναγκάζει το διάλυµα να περάσει µέσω της πορώδους µεµβράνης και να 
επιτευχθεί εκλεκτικός διαχωρισµός. Η διαπερατότητα εξαρτάται από το µέγεθος των 
µορίων και των πόρων των µεµβρανών. 
Γενικά, ο διαχωρισµός µε µεµβράνες διακρίνεται ανάλογα µε το µέγεθος των πόρων σε: 
 
 
 
 
 
 
Πριν το διαχωρισµό µε µεµβράνες είναι απαραίτητο ένα στάδιο προ-φιλτραρίσµατος 
ώστε να αφαιρεθούν τα µεγάλα αιωρούµενα στερεά. 
 Έχει υποστηριχτεί ότι η τεχνολογία των µεµβρανών επιτρέπει το διαχωρισµό ουσιών 
υψηλής προστιθέµενης αξίας από τα υγρά απόβλητα των ελαιοτριβείων π.χ. 
πολυφαινόλες,  (Rozzi et al., 1996),  αλλά   µέχρι σήµερα δεν υπάρχει καµία µονάδα που 
να αξιοποιεί τα υγρά απόβλητα προς την κατεύθυνση αυτή. Ο διαχωρισµός µε µεµβράνες 
δεν είναι κατάλληλος για υγρά απόβλητα υψηλού ρυπαντικού φορτίουαπό την παραγωγή 
ελαιολάδου, γιατί δηµιουργούν προβλήµατα στην οµαλή λειτουργία  των  µεµβρανών,  
λόγω  φραξίµατος των πόρων και φαινοµένων συσσωµάτωσης και προσρόφησης, 
γεγονός που συµβάλλει στη δηµιουργία ενός στρώµατος γλοιώδους υφής στην επιφάνεια 
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των µεµβρανών.  
Η  τεχνολογία των µεµβρανών είναι αποτελεσµατική  στην επεξεργασία των 
υγρών αποβλήτων των ελαιουργείων, µόνον όταν το υψηλό ρυπαντικό φορτίο έχει 
µειωθεί προηγουµένως µε άλλες µηχανικές ή βιολογικές µεθόδους. (Brenes et al., 1993). 
 
 2)  Αποτέφρωση (Incineration). 
 Η αποτέφρωση είναι η καταστροφή του οργανικού περιεχοµένου των αποβλήτων. 
Παρουσία αέρα σε υψηλή θερµοκρασία, που συνοδεύεται από πλήρη εξάτµιση του 
ύδατος.  
Η επεξεργασία αυτή είναι αποτελεσµατική για τα υγρά απόβλητα των 
ελαιουργείων  λόγω της υψηλής περιεκτικότητάς τους σε οργανική ουσία.  Όσο  
υψηλότερο  είναι  το  οργανικό περιεχόµενο των υγρών αποβλήτων (οργανική ουσία 
τουλάχιστον 10%), τόσο αποτελεσµατικότερη είναι η τεχνολογία αποτέφρωσηςσε 
σύγκριση µε τη  µηχανική-βιολογική επεξεργασία.  
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1.6.  Το Φαινολικό Περιεχόμενο των Αποβλήτων του Ελαιοτριβείου 
 
  Πολυφαινόλες – (Polyphenols):  Είναι μία τάξη φυσικών, συνθετικών και 
ημισυνθετικών οργανικών χημικών, οι οποίες χαρακτηρίζονται από την παρουσία πολλών 
φαινολικών δομών.  
 Σύνθετο ουσιαστικό, που σχηματίζεται από την λέξη (πολύ) και την λέξη (φαινόλη), η 
οποία αναφέρεται σε μία χημική δομή ενός βενζοϊκού δακτυλίου (αρωματικός 
υδρογονάνθρακας) και μίας υδροξυλίκης ομάδας (-OH), που βρίσκονται σε δεσμό μεταξύ 
των. Είναι δηλαδή, μόρια όπου έχουν μία υδροξυλική ομάδα, σε δεσμό με το άτομο του 
άνθρακα του αρωματικού δακτυλίου. Ο χημικός τύπος της φαινόλης (Φαινικό οξύ) είναι 
C6H5OH, το απλούστερο των φαινολών. 
 
Εικόνα 2.  Φαινολικό (Φαινικό οξύ):  H απλούστερη  φαινόλη. 
 
 
 1.6.1 Φυσικές Ιδιότητες 
 Είναι χαμηλού μοριακού βάρους. Συνήθως σε υγρή μορφή ή σε στερεή με χαμηλό 
σημείο τήξεως. Λόγω των δεσμών υδρογόνου, οι φαινόλες μικρού μοριακού βάρους, 
είναι υδατοδιαλυτές. Τείνουν να έχουν υψηλότερα σημεία βρασμού, από τις αλκοόλες 
ιδίου μοριακού βάρους, λόγω του ισχυροτέρου δεσμού υδρογόνου που έχουν. 
 Εμφανίζουν υψηλή οξύτητα  (pKa =  - log10Ka = 8
−10).  Όπου Ka = [Α
-][Η+] / [ΗΑ].  
ΗΑ = το αρχικό οξύ που διασπάται σε Α- (συζευγμένη βάση του οξέως) και σε ένα 
(υδρογοϊόν ή πρωτόνιο) Η+.  
Το pKa μας βοηθά να κατανοούμε την φύση ενός οξέως ή μιας βάσης σαν το  pH: 
  pKa <2 --strong acid. 
  pKa >2 but <7 -- weak acid. 
  pKa >7 but < 10 -- weak base. 
  pKa >10 --strong base 
Λόγω της υψηλής οξύτητας, οι φαινόλες συχνά ονομάζονται και καρβολικά οξέα 
(carbolic acids).  Το μόριο της φαινόλης έχει υψηλή οξύτητα, διότι έχει μερικώς θετικό 
      
  ή  
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φορτίο στο άτομο του οξυγόνου, λόγω συντονισμού και το ανιόν το οποίο σχηματίζεται 
από την απώλεια ενός υδρογόνου, σταθεροποιείται και αυτό με το συντονισμό. 
 
 
 
1.6.2  Φυτικές Πολυφαινόλες - Κατηγορίες.   
Οι φυτικές πολυφαινόλες είναι μία μεγάλη  και ετερογενής κατηγορία χημικών 
ενώσεων που παράγονται ως δευτερογενείς μεταβολίτες από τα φυτά (Bravo, 1998).  
Έχουν αναγνωριστεί ως τώρα χιλιάδες τέτοιων ενώσεων στα ανώτερα φυτά, και ιδιαίτερα 
σε εδώδιμα φυτά, τα προϊόντα των οποίων αποτελούν τρόφιμα της καθημερινής 
διατροφής.  
Η χημειοπροστατευτική δράση των φυτικών τροφών, οφείλεται στα φυτοχημικά 
τους συστατικά: 
 Τα φυτοχημικά συστατικά είναι μη θρεπτικά συστατικά που έχουν σημαντική 
βιολογική δράση. 
 Δρουν ως αντιοξειδωτικά και έχουν δράση παρόμοια με αυτή των ορμονών. 
 Συνήθως, δρουν συνεργικά, δηλαδή εμφανίζουν ισχυρότερη δράση όταν 
συνδυάζονται διαφορετικές κατηγορίες φυτοχημικών. 
 Παίζουν ρόλο στον καθορισμό της γεύσης, του αρώματος, των χρωμάτων και 
άλλων χαρακτηριστικών των φυτικών τροφών.  
Φρούτα, λαχανικά καθώς και ροφήματα όπως το κόκκινο κρασί, ο καφές και το 
τσάι, αποτελούν καλές πηγές πολυφαινολών. Τα τελευταία  χρόνια έχει αναπτυχθεί 
ολοένα και αυξανόμενο ενδιαφέρον για τις φυτικές πολυφαινόλες, που οφείλεται κυρίως 
στην αναγνώριση των  αντιοξειδωτικών τους ιδιοτήτων καθώς  και της πιθανής 
χημειοπροστατευτικής τους επίδρασης στην ανθρώπινη υγεία (Dew et. al., 2005). 
Οι φυτικές πολυφαινόλες,  ποικίλουν για κάθε είδος φυτού και στα διάφορα μέρη του. 
Οι ταννίνες, οι λιγνίνες και τα φλαβονοειδή είναι υποκατηγορίες των πολυφαινολών.  
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Πίνακας 2.  Φυτικές Πολυφαινόλες. 
 
 
 
1.6.3   Πολυφαινόλες στα Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείου 
 Η τοξικότητα και η ισχυρή αντιοξειδωτική δράση των αποβλήτων, αφορά στη 
συγκέντρωση των φαινολών, συστατικά που προκαλούν δύσκολη αποικοδόμηση 
(Mekki A. et.al., 2007).  
Στο λάδι και στα υγρά απόβλητα τ ω ν  ελαιουργείων οι φαινολικές ενώσεις που 
υπάρχουν, χαρακτηρίζονται ως πολυφαινόλες. Αυτός ο όρος  έχει καθιερωθεί, χωρίς 
ν α  σημαίνει ότι όλες οι φαινόλες είναι αρωματικοί υδρογονάνθρακες με 
περισσότερες από 2 υδροξυλομάδες. Για παράδειγμα το κιναμικό οξύ, το ελενολικό 
οξύ, το σικιμικό οξύ και το κουϊνικό οξύ ,  φέρονται ως φαινολικά οξέα, παρόλο που 
βρίσκεται ένας αρωματικός δακτύλιος ή μία υδροξυλομάδα.  
α/α Κατηγορία Υποκατηγορία Χημικοί Τύποι 
1 Φλαβονοειδή 
 
Φλαβονόλες 
 
 
 
Φλαβανόλες 
 
 
Ανθοκυανιδίνες 
 
2 
Πολυφαινολικά 
οξέα 
Υδροξυβενζοϊκό 
οξύ 
 
Υδροξυκινναμικ
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3 Στιλβένια 
trans-
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Κατά την διάρκεια της αποθήκευσης του ελαιοκάρπου μειώνεται η 
συγκέντρωση πολυφαινολών  λόγω οξειδωτικών και  υδρολυτικών διαδικασιών. 
Λόγω της υδατοδιαλυτότητας των πρωτεϊνών και των πολυσακχαριτών, κατά την 
παραγωγή ελαιόλαδου, επηρεάζουν τις φαινολικές ενώσεις με μερική διάλυση, 
όπου στη  συνέχεια απομακρύνονται  με τ α  απόνερα. (Tsimidou, M,. et.al, 1992).  
Η Τυροσόλη  και η Υδροξυτυροσόλη, είναι τα κύρια φαινολικά συστατικά που 
βρίσκονται στο ελαιόλαδο. Υπάρχουν και άλλα φαινολικά συστατικά που βρίσκονται 
στο ελαιόλαδο όπως ελαιοευροπαίνη, καφεϊκό οξύ, βανιλλικό οξύ, συριγγικό οξύ ,  
κουμαρικό οξύ, φερουλικό οξύ, σιναπικό οξύ , p-υδροξυβενζοϊκό οξύ , 
πρωτοκατεχικό οξύ, γαλλικό οξύ , γεντιστικό οξύ, σικιµικό οξύ, p-φαινυλοξικό και  
οι ενώσεις θυµό λ η , καρβακρόλη και  οι φλαβονοειδείς  ενώσεις καμφερόλη, 
απιγενίνη και κερκετίνη.   
  Οι φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν στον κατσίγαρο είναι τα φαινολικά 
οξέα, τα φλαβονοειδή και οι φαινολικές αλκοόλες . 
 
 
Εικόνα 3: Οι Φαινολικές Ενώσεις που Υπάρχουν στον Κατσίγαρο 
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Εικόνα 4: Κυριότερες Φαινολικές Ενώσεις που Συναντώνται στα Απόβλητα Ελαιοτριβείων. 
(Niaounnakis & Halvadakis, 2006). 
 
Η Υδροξυτυροσόλη, είναι αποδεδειγμένα η πολυφαινόλη με το υψηλότερο 
επίπεδο προστασίας, έναντι των ελευθέρων ριζών που έχει ποτέ αναφερθεί, για τα φυσικά 
αντιοξειδωτικά. 
 
 
1.6.4  Μέθοδοι Εξαγωγής των Φαινολικών Ενώσεων.  
Εδώ και μερικά χρόνια, έχει εκδηλωθεί ένα τεράστιο ενδιαφέρον, που αφορά στην 
εξαγωγή – εκχύλιση των πολυφαινολικών ενώσεων. Πρέπει να αναφερθεί πως δεν 
υπάρχει κάποια ενιαία και τυποποιημένη μέθοδος. Οι πλέον κοινές είναι: 
 Η εκχύλιση με διαλύτη . (Baydar, et.al., 2004 – Bucic, et.al., 2007) και 
 Η εκχύλιση με υπερκρίσιμο ρευστό. (Bleve et al, 2008. Nahar & Sarker, 
2005.  Palma & Taylor, 1999). 
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Εκχύλιση  Yγρού – Yγρού. 
H εκχύλιση υγρού-υγρού είναι μία λειτουργία μεταφοράς μάζας, στην οποία ένα 
υγρό διάλυμα, που αρχικά περιέχει μία ή περισσότερες διαλυτές ουσιές, αναμιγνύεται 
καλώς με ένα υγρό (διαλύτης) . Ο διαλύτης, παρουσιάζει καλύτερη επιλεκτικότητα προς 
ένα ή και περισσότερα από τα συστατικά του διαλύματος. Από αυτή την διαδικασία 
προκύπτουν δύο προϊόντα: 
   Το εκχύλισμα, που περιέχει το επιθυμητό εξαγόμενο διάλυμα και 
 Το ραφιναρισμένο, που περιέχει το υπόλοιπο διάλυμα, με μικρή ποσότητα 
διαλυμένης ουσίας.  
 Αυτή η εκχύλιση, λειτουργεί πολύ καλά, εάν επιλεγεί ο κατάλληλος διαλύτης. 
 
Εκχύλιση  Στερεού – Yγρού. 
 Η Εκχύλιση  Στερεού – Yγρού ή έκπλυση, μπορεί να οριστεί ως ένα φαινόμενο 
μεταφοράς μάζας, κατά το οποίο κάποια στερεά μόρια, αρχίζουν να αποχωρούν από την 
αρχική τους θέση και να κινούνται μέσα σε ένα διαλύτη, όταν αυτός ο διαλύτης έρθει σε 
επαφή με το στερεό.  
 Αυτό το φαινόμενο μεταφοράς της μάζας, μπορεί να ενισχυθεί με αλλαγές στην 
συγκέντρωση, στον συντελεστή μεταφοράς (diffusion coefficient- m2/s ) και στο οριακό 
στρώμα (boundary layer). (Corrales, et.al., 2009).  Αυτή η λειτουργία, χρησιμοποιείται 
ευρέως για ανάκτηση σπουδαίων συστατικών των τροφίμων, όπως φυσικά και αυτών των  
πολυφαινολικών συστατικών. 
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1.7   Η Βιοδραστικότητα των Πολυφαινολών από τα απόβλητα 
ελαιοτριβείου 
 
Η κύρια πηγή για τα πολυφαινολικά αντιοξειδωτικά είναι η διατροφή, μιας και οι 
πολυφαινόλες βρίσκονται σε ποικιλίες τροφίμων που περιέχουν φυτοθρεπτικά 
συστατικά.  Τα περισσότερα όσπρια, φρούτα όπως (μήλα, μούρα, πεπόνι, κεράσια, 
σταφύλια, αχλάδια, δαμάσκηνα, βατόμουρα, φράουλες) και λαχανικά (όπως μπρόκολο, 
λάχανο, σέλινο, κρεμμύδι και μαϊντανός) είναι πλούσια σε πολυφαινολικά 
αντιοξειδωτικά.  Το κόκκινο κρασί, η σοκολάτα, το πράσινο τσάι, το ελαιόλαδο, η γύρη 
της μέλισσας είναι επίσης άλλες σημαντικές  πηγές.   
Τα πολυφαινολικά αντιοξειδωτικά έχουν την ικανότητα να εξολοθρεύουν τις 
ελεύθερες ρίζες και να ανάγουν ορισμένες χηλικές αντιδράσεις  δραστικά ιόντα που 
περιέχουν οξυγόνο -ελεύθερες ρίζες- πρέπει να αφαιρούνται από τα κύτταρα συνεχώς για 
να διατηρηθεί ο σωστός μεταβολισμός).  Τα πολυφαινολικά αντιοξειδωτικα έχουν την 
ικανότητα : 
  Να μειώσουν τις φλεγμονώδεις επιδράσεις, όπως της στεφανιαίας νόσου, και να 
βελτιώσουν την υγεία των ενδοθηλίων, περιορίζοντας την οξείδωση της  χαμηλής-
πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (LDL). 
    Να συμβάλλουν στην πρόληψη του καρκίνου – οι πολυφαινόλες που αναφέρονται 
για την πρόληψη του καρκίνου είναι η κατεχίνη επιγαλλοκατεχίνη γαλλικού εστέρα. 
  Να καθυστερήσουν την διαδικασία της γήρανσης. 
 Να προστατεύσουν τις λιπομεμβράνες των κυττάρων, τις πρωτεΐνες και το DNA.  
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1.8  Ελεύθερες Ρίζες και Δραστικά Είδη Ο2 .  
 
Τα μόρια αποτελούνται από έναν ή περισσότερους ατομικούς πυρήνες, οι οποίοι 
περιβάλλονται από ηλεκτρόνια, τα οποία περιφέρονται γύρω από τον πυρήνα. Τα 
ηλεκτρόνια είναι διευθετημένα σε έναν αριθμό τροχιακών, τα οποία βρίσκονται σε 
διαφορετικές αποστάσεις από τον πυρήνα. Στα περισσότερα μόρια, τα ηλεκτρόνια που 
βρίσκονται σε κάθε τροχιακό, ζευγαρώνουν με ένα άλλο ηλεκτρόνιο. Τα δύο ηλεκτρόνια 
κάθε ζεύγους περιστρέφονται γύρω από τον εαυτό τους (spin) σε αντίθετες κατευθύνσεις. 
Τα ζευγαρωμένα ηλεκτρόνια διατηρούν το μόριο σχετικά σταθερό σε - μικρότερη 
ενεργειακή κατάσταση- και ως εκ τούτου λιγότερο δραστικό. 'Οταν ένα ή περισσότερα 
ηλεκτρόνια, ιδιαίτερα αυτά που βρίσκονται στα εξωτερικά τροχιακά του ατόμου, είναι 
ασύζευκτα, δεν έχουν δηλαδή ζευγάρι, τότε το μόριο γίνεται ασταθές -σε μεγαλύτερη 
ενεργειακή κατάσταση- και συνεπώς πιο δραστικό από άλλα μόρια. 
 Άτομα ή μόρια με ασύζευκτα ηλεκτρόνια ονομάζονται παραμαγνητικά, ενώ όταν δεν 
διαθέτουν τέτοια ηλεκτρόνια, διαμαγνητικά. Ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο έχει τεράστια 
έλξη στα ηλεκτρόνια γειτονικών ατόμων με αποτέλεσμα την πρόκληση χημικών 
αντιδράσεων μεταξύ ατόμων ή μορίων, κατά τις οποίες έχουμε μεταφορά ηλεκτρονίων. 
Οι αντιδράσεις αυτές λέγονται οξειδοαναγωγικές (redox). Κατά την οξείδωση έχουμε 
απώλεια ηλεκτρονίων, ενώ κατά την αναγωγή έχουμε απόκτηση ηλεκτρονίων, από ένα 
άτομο. Ένα άτομο ή μόριο με ένα ή περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια και ανεξάρτητη 
παρουσία, λέγεται ελεύθερη ρίζα και συμμετέχει πολύ εύκολα σε αντιδράσεις 
οξειδοαναγωγής με γειτονικά μόρια. Κατά τις αντιδράσεις αυτές όχι μόνο μεταβάλλονται 
σημαντικά τα γειτονικά μόρια στόχοι, αλλά μερικές φορές μεταβιβάζονται τα ασύζευκτα 
ηλεκτρόνια από στόχο σε στόχο, δημιουργώντας έτσι μία δεύτερη, τρίτη κ.ο.κ. ελεύθερη 
ρίζα υπό μορφή αλυσιδωτής αντίδρασης. (Halliwell & Gutteridge, 1990).Η πολύ μεγάλη 
βλαπτική επίδράση  των ελευθέρων ριζών οφείλεται ακριβώς στον πολλαπλασιασμό των 
μεταβολών που προκαλούνται από παρόμοιες αλυσιδωτές αντιδράσεις.  
 Συνολικά, όλα τα μοριακά είδη που περιλαμβάνουν οξυγόνο, είτε είναι ελεύθερες 
ρίζες είτε όχι, ονομάζονται δραστικά είδη οξυγόνου (ΔΕΟ).  
Τα κυριότερα ΔΕΟ είναι: 
 η ρίζα σουπεροξειδίου (O2
•-
), 
 η ρίζα υδροξυλίου (-OH •),  
 η ρίζα υπεροξειδίου (-ROO•),  
 το Ο2 απλής κατάστασης,  
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 το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2O2)  
 και το υποχλωριώδες οξύ (HOCl).  
Στα δραστικά αυτά μοριακά είδη συμπεριλαμβάνεται επίσης και η δραστική μορφή 
αζώτου, το μονοξείδιο του αζώτου (NO.), το οποίο είναι ελεύθερη ρίζα (με τελεία 
συμβολίζεται η ελεύθερη ρίζα, ενώ με (-) συμβολίζεται το αρνητικό φορτίο της ρίζας και 
με R, ένα άτομο ή μία ομάδα ατόμων, κυρίως αλυσίδα ατόμων άνθρακα). 
 
 
1.8.1 Πως Δημιουργούνται οι Ελεύθερες Ρίζες στον Οργανισμό μας. 
Οι ελεύθερες ρίζες δημιουργούνται στον οργανισμό μας, είτε απόφυσιολογικές 
διαδικασίες του είτε από εξωτερικές πηγές. Οι κυριότερες από τις φυσιολογικές 
διαδικασίες παραγωγής ελευθέρων ριζών περιλαμβάνουν:  
 Την παραγωγή ελευθέρων ριζών σουπεροξειδίου, ως παραπροϊόν ή «χημικό 
ατύχημα» κατά τη λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας των μιτοχονδρίων των 
κυττάρων. Κατά τη διαδικασία αυτή ορισμένα ηλεκτρόνια ξεφεύγουν από τα 
μόρια που μεταφέρουν τα ηλεκτρόνια στην αναπνευστική αλυσίδα και περνούν 
στο οξυγόνο, ανάγοντάς το σε σουπεροξείδιο.  
 Τη φυσιολογική δράση οξειδωτικών ενζύμων όπως, οι λιποξυγονάσες, οι 
κυκλοοξυγονάσες, οι υπεροξειδάσες και οι αφυδρογονάσες όπου παράγονται 
ελεύθερες ρίζες ως παραπροϊόντα των ενζυμικών αντιδράσεων.  
 Την παραγωγή ελευθέρων ριζών υδροξυλίου, οι οποίες είναι και οι πλέον 
δραστικές, με χημικές αντιδράσεις παρουσία μεταλλικών ιόντων.  
 Την παραγωγή ελευθέρων ριζών ως μέρος της λειτουργίας του ανοσοποιητικού 
συστήματος. Ορισμένα από τα κύτταρα του συστήματος αυτού παράγουν 
ελεύθερες ρίζες για να εξουδετερώσουν βακτήρια εισβολείς. Σε περιπτώσεις που η 
διαδικασία αυτή είναι εκτός ελέγχου, όπως συμβαίνει με τις αυτοάνοσες 
ασθένειες, μερικές ελεύθερες ρίζες που παράγονται προκαλούν βλάβες στα ίδια 
μας τα κύτταρα.  
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Εικόνα 5: Το DNA, οι Πρωτεΐνες και τα Λιπίδια, Αποτελούν τους Στόχους  των Ελευθέρων   
Ριζών. 
 
 
Ένας αριθμός παραγόντων που βρίσκεται εκτός του σώματος μας μπορεί επίσης 
να αποτελέσει πηγή παραγωγής ελευθέρων ριζών από τη στιγμή που θα έρθει σε επαφή 
με το σώμα μας. Μερικά παραδείγματα τέτοιων πηγών αποτελούν ο καπνός του 
τσιγάρου, οι ακτίνες-Χ, η υπεριώδης ακτινοβολία, διάφορες χημικές ενώσεις και 
φάρμακα καθώς επίσης το νέφος της ατμοσφαιρικής ρύπανσης (όζον, νιτροξείδια). 
 
 
Εικόνα 6:  Τρόποι Σχηματισμού των Ελευθέρων Ριζών. 
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1.9  Πως Εξουδετερώνονται τα Δραστικά Είδη Οξυγόνου (ΔΕΟ), στον    
Οργανισμό μας 
Σε κάθε βιολογικό σύστημα, πρέπει να διατηρείται η ισορροπία μεταξύ του 
σχηματισμού και της απομάκρυνσης των ΔΕΟ.  Έχει υπολογισθεί ότι περίπου 10.000 
ελεύθερες ρίζες τη μέρα «Βομβαρδίζουν» κάθε κύτταρο μας. (Rosen G.M., et.al., 
1999).  Η αύξηση των οξειδώσεων από τα ΔΕΟ οδηγεί τα κύτταρα σε μία κατάσταση 
που λέγεται οξειδωτικό στρες και είναι παράγοντας πρόκλησης ασθενειών. Λόγω 
της συνεχούς έκθεσης σε ΔΕΟ και για την πρόληψη του οξειδωτικού στρες, ο 
οργανισμός μας, όπως όλα τα φυτά και τα ζώα, έχει αναπτύξει για προστασία 
διάφορους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς στους οποίους παίρνουν μέρος 
αντιοξειδωτικές ουσίες. 
 
Εικόνα 7:  Οξειδωτικό  Στρες. 
 
 Γενικά χαρακτηρίζουμε ως αντιοξειδωτική ουσία κάθε ουσία η οποία βρίσκεται σε μικρές 
συγκεντρώσεις σε σύγκριση με το υπόστρωμα που οξειδώνεται και η οποία καθυστερεί 
σημαντικά ή αποτρέπει την οξείδωση του υποστρώματος αυτού. (Vaya J. and Aviram M., 
2001). 
Τα αντιοξειδωτικα γενικά λειτουργούν με δύο τρόπους:  
 Είτε παρεμποδίζουν τη δημιουργία ΔΕΟ,  
 είτε σταματούν τη διάδοση των ελεύθερων ριζών που προκαλείται από τις 
αλυσιδωτές αντιδράσεις.  
Επίσης είναι δυνατόν, η παρουσία κάποιου αντιοξειδωτικού (για παράδειγμα της 
βιταμίνης C), να συμβάλλει στη διατήρηση της αντιοξειδωτικής δράσης  κάποιου άλλου 
αντιοξειδωτικού, όπως της τοκοφερόλης. Στην περίπτωση αυτή, έχουμε συνεργατική 
δράση των δύο αντιοξειδωτικών και λέμε ότι η βιταμίνη C έχει συν-αντιοξειδωτική 
δράση.  
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Ο όρος οξειδωτικό στρες περιγράφει την κατάσταση ανισορροπίας, ανάμεσα στις 
συγκεντρώσεις των δραστικών μορφών οξυγόνου Reactive Oxygen Species - (ROS) και 
των αντιοξειδωτικών αμυντικών μηχανισμών ενός οργανισμού (Halliwel & Gutteridge, 
1990; Dotan, et.al., 2004).  
Το  οξειδωτικό στρες προκαλείται συνήθως από:  
 Μειωμένη δράση των αντιοξειδωτικών μηχανισμών. Αυτό μπορεί να συμβεί είτε 
εξαιτίας μεταλλάξεων ή τοξικών παραγόντων που επηρεάζουν τη δραστικότητα 
των αντιοξειδωτικών ενζύμων είτε από τη μείωση των διατροφικών 
αντιοξειδωτικών ουσιών.  
 Αυξημένη παραγωγή ελευθέρων ριζών  (ROS).  Αυτό συμβαίνει είτε λόγω της 
έκθεσης των κυττάρων σε υψηλά επίπεδα ROS, λόγω της ύπαρξης  παραγόντων  
που οδηγούν στην αυξημένη παραγωγή σε ROS. 
Μπορούμε επίσης, να διαφοροποιήσουμε τα αντιοξειδωτικα ανάλογα με την προέλευση 
τους και τη χημική τους σύσταση. Έτσι υπάρχουν: 
 Ενδογενείς αντιοξειδωτικές ουσίες  και 
  Αντιοξειδωτικα τα οποία προσλαμβάνει ο οργανισμός μας με την τροφή.  
Ένζυμα: 
 Δισμουτάση του υπεροξειδίου 
 Καταλάση 
 Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 
 Παραοξονάση 
 Πρωτεόσωμα 
Eλαττώνουν τη δημιουργία ΔΕΟ μέσω της 
απομάκρυνσης οξειδωτικών ή μετατρέποντας τα 
ΔΕΟ, σε σχετικά σταθερές χημικές ενώσεις. 
Περιλαμβάνονται επίσης: 
Πρωτεΐνες του πλάσματος (αίμα): 
 Aλβουμίνη. 
 Σερουλοπλασμίνη.  
 Τρανσφερίνη.  
 Ατογλοβίνη.  
Δεσμεύουν μεταλλικά ιόντα και ως εκ τούτου 
περιορίζουν τη δημιουργία ελεύθερων ριζών, μέσω 
αντιδράσεων που καταλύονται από μέταλλα. 
Λιποδιαλυτά Αντιοξειδωτικά 
 Τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε). 
 Καροτενοειδή. 
 Χολερυθρίνη.  
 Ορισμένες Κινόνες.  
 Πολυφαινόλες. 
 
 
Υδατοδιαλυτά Αντιοξειδωτικά 
 Ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C). 
 Ουρικό οξύ . 
 Πολυφαινόλες.  
 
Πίνακας 4:  Ενδογενή Αντιοξειδωτικά. 
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Τα κυριότερα αντιοξειδωτικά της διατροφής αποτελούν λιποδιαλυτές και 
υδατοδιαλυτές φυτικές ενώσεις όπως η τοκοφερόλη, το καροτένιο, το λυκοπένιο, η 
βιταμίνη C, η λουτεΐνη και διάφορες πολυφαινόλες (φλαβονοειδή και άλλες ενώσεις). 
 
1.10 Επίδραση των Ελευθέρων Ριζών στην Υγεία. 
 Έχει γίνει πλέον επιστημονικά αποδεκτό ότι η παραβίαση της απαραίτητης 
οξειδοαναγωγικής ισορροπίας των κυττάρων μας προς την κατάσταση του οξειδωτικού 
στρες, έχει ως αποτέλεσμα την εκδήλωση διαφόρων παθολογικών καταστάσεων, ενώ 
επιπλέον, συμμετέχει και στη διαδικασία της γήρανσης. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 
το οξειδωτικό στρες οδηγεί σε οξείδωση των βασικών βιοχημικών συστατικών του 
κυττάρου, όπως τα λιπίδια, οι πρωτεΐνες και το DNA με αποτέλεσμα τη μεταβολή των 
δομικών και λειτουργικών τους ιδιοτήτων.  
Ο κατάλογος των ασθενειών για τις οποίες έχουν ενοχοποιηθεί σε μεγαλύτερο ή 
μικρότερο βαθμό οι ελεύθερες ρίζες, αυξάνεται συνεχώς και περιλαμβάνει 
καρδιαγγειακές παθήσεις, τον καρκίνο, νευροεκφυλιστικές ασθένειες, τον καταρράκτη, 
τον διαβήτη και διάφορες αυτοάνοσες ασθένειες. Τα ΔΕΟ αρχικά οξειδώνουν μόνο τα 
φωσφολιπίδια της LDL. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση μονοκυττάρων στον 
υποενδοθυλιακό χώρο και τη μετατροπή τους σε μακροφάγα κύτταρα. Στη συνέχεια 
έχουμε οξείδωση και της πρωτεΐνης της LDL, οπότε λέμε ότι η LDL είναι πλήρως 
οξειδωμένη. Η οξειδωμένη LDL μεταφέρεται στο εσωτερικό των μακροφάγων μέσω 
ειδικών υποδοχέων, 3-4 φορές ταχύτερα από τη μη-οξειδωμένη LDL, με αποτέλεσμα τη 
συσσώρευση μεγάλων ποσοτήτων οξειδωμένης LDL μέσα στα μακροφάγα τα οποία 
μετατρέπονται έτσι σε αφρώδη κύπαρα. Καθώς τα αφρώδη κύπαρα συσσωρεύονται κάτω 
από το ενδοθήλιο έχουμε την έναρξη του σχηματισμού της αθηρωματικής πλάκας, η 
οποία και οδηγεί περαιτέρω στην κλινική εκδήλωση  της νόσου. 
Ένα άλλο παράδειγμα, σύμφωνα με τη θεωρία του πολυσταδιακού μοντέλου, οι 
μεταλλάξεις αποτελούν βασικό παράγοντα και στα τρία στάδια της καρκινογένεσης: στην 
έναρξη (initiation), στην προαγωγή (promotion) και στην πρόοδο (progression). 
(Greenwald, 1995). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:40:11 EET - 137.108.70.7
33 
 
 
Δράση  Xημειοπροστατευτικών Παραγόντων. 
 
Η έναρξη, το πρώτο στάδιο, προκαλείται από τη δημιουργία μη αντιστρεπτών 
βλαβών στο DNA (πιθανότατα σε γονίδια που ελέγχουν τον πολλαπλασιασμό, τη 
διαφοροποίηση και την απόπτωση) σε ένα ‘αρχικό κύτταρο’ (initiated cell) που βρίσκεται 
κάτω από την επίδραση ενός μεταλλαξιγόνου παράγοντα. Έτσι δημιουργείται ένα 
κύτταρο που μπορεί να εκτελεί μεγαλύτερο αριθμό μιτώσεων από ότι κανονικά θα έκανε 
(Trosko και Chang 1989).  
Στο δεύτερο στάδιο, στην προαγωγή, τα αρχικά μεταλλαγμένα κύτταρα 
πολλαπλασιάζονται κάτω από την επίδραση μιτογόνων παραγόντων (προαγωγέων) με 
τελική κατάληξη το σχηματισμό ενός κλώνου από μεταλλαγμένα κύτταρα. Σε ένα από 
αυτά τα κύτταρα, μία ‘κρίσιμη’ μετάλλαξη το μετατρέπει στο πρώτο προ-καρκινογόνο 
κύτταρο. Η προαγωγή συνήθως διαρκεί αρκετά χρόνια και είναι ένα αντιστρεπτό στάδιο 
αφού αφαίρεση του προαγωγέα συχνά έχει ως αποτέλεσμα ο ιστός να επανέρθει στην 
φυσιολογική του κατάσταση αν και θα περιέχει ‘αρχικά κύτταρα’ (Trosko et.al., 1983).  
Στο τελικό μη αντιστρεπτό στάδιο, στην πρόοδο, το προ-καρκινικό κύτταρο 
μετατρέπεται σε καρκινικό εξαιτίας νέων μεταλλάξεων που έχουν ως αποτέλεσμα την 
έκφραση του καρκινικού φαινότυπου, δηλαδή ενός κυτταρικού κλώνου με αυξημένη 
ικανότητα πολλαπλασιασμού, διείσδυσης και μετάστασης (Kerbel et. al., 1984).   
 
 
 
 
 
Φυσιολογικά 
κύτταρα 
Προαγωγή 
Μεταλλαγμένα 
κύτταρα 
Πρόοδος Έναρξη 
Χ Χ Χ 
Καλοήθεις 
όγκοι 
Κακοήθεις 
όγκοι 
 
Χημειοπροστατευτικοί 
παράγοντες 
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1.6 Η Βιοδραστικότητα των πολυφαινόλων – Γενικά 
 
Μελέτες υποστηρίζουν την άποψη πως οι πολυφαινόλες που βρίσκονται στο 
ελαιόλαδο και κατά συνέπεια στα απόβλητά του, είναι ικανές να δρουν ως φυτοχημικά 
αντιοξειδωτικά. Στην εικόνα παρουσιάζεται   η αποτελεσματικότητα των 
πολυφαινολικών συστατικών του Ελαιολάδου σε Βιοδείκτες. 
 
Εικόνα 8: Αποτελεσματικότητα των Πολυφαινολικών Συστατικών του Ελαιολάδου σε 
Βιοδείκτες της Ανθρώπινης Υγείας. (Cicerale, S. et.al., 2010). 
 
 Καρδιαγγειακό:. Η επίδραση των πολυφαινολών του ελαιολάδου, στα αντισώματα, 
κατά της οξειδωμένης LDL - Low Density Lipoprotein.  (Olga Castaner, et. al., 2011). 
Οι πολυφαινόλες του ελαιολάδου, προωθούν την δημιουργία OLAB (OxLDL 
autoantibodies – Αυτοαντισώματα της οξειδωμένης LDL). Παρατηρήθηκαν καλύτερα 
αποτελέσματα, σε υψηλές συγκεντρώσεις της οξειδωμένης LDL. 
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 Καρδιοπροστατευτικός και νευροπροστατευτικός ρόλος της ελευρωπαΐνης στο 
ελαιόλαδο.  (Syed Haris Omar. 2010).  
 
Προτεινόμενο μοντέλο για τους μηχανισμούς δράσης της του ελαϊκού οξέως και 
άλλων ενώσεων του ελαιολάδου 
 
 Η μελέτη υποστηρίζει πως το ελαϊκό οξύ, η ελευρωπαΐνη και η β- σιτοστερόλη 
(φυτική στερόλη), ενδέχεται ενδοκυτταρικά, να μειώνουν τις ελεύθερες ρίζες του 
οξυγόνου, με το να δημιουργούν ένα λιγότερο οξειδωτικό περιβάλλον. Η β-σιτοστερόλη  
μπορεί επίσης να ενισχύσει την δραστηριότητα της υπεροξειδικής δισμουτάσης (SOD 
activity), μειώνοντας έτσι τα επίπεδα του οξυγόνου. 
Οι τοκοφερόλες και οι φαινολικές ενώσεις είναι ισχυρά αντιοξειδωτικά που μπορούν να 
βοηθήσουν στη μείωση της υπεροξείδωσης των λιπιδίων, με την απομάκρυνση των 
ελευθέρων ριζών του οξυγόνου και των νιτρικών μονοξειδίων NO~ . 
 Το νιτρικό μονοξείδιο είναι ένα σημαντικό μόριο κυτταρικής σηματοδότησης, που 
εμπλέκεται σε πολλές φυσιολογικές και παθολογικές διεργασίες. Ισχυρό 
αγγειοδιασταλτικό με μια σύντομη ημιζωή από λίγα δευτερόλεπτα στο αίμα.  
 Επίσης, μειώνεται ο σχηματισμός των νιτρικών ιόντων ΟΟΝΟ~.  Οι ελεύθερες ρίζες 
του οξυγόνου μπορεί να ενεργοποιήσουν τον πυρηνικό παράγοντα NFkB που είναι ένας 
πρωτεϊνικός παράγοντας που ανακαλύφθηκε το 1986. Σήµερα, είναι γνωστό ότι 
εκφράζεται σχεδόν σε όλους τους κυτταρικούς τύπους και σε ένα µεγάλο εύρος οργανισµών 
(Karin et al., 2005). Αυτός ο παράγοντας, που συνδέεται με αλληλουχίες αναγνώρισης 
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στο DNA και επάγει την γονιδιακή έκφραση, με την παρουσία των ελεύθερων ριζών, 
μετατοπίζεται μέσα στον πυρήνα. 
 
 Τα φαινολικά συστατικά του ελαιολάδου καταστέλουν την προσκόλληση της 
ομοκυστεΐνης στα ενδοθηλιακά κύτταρα, ανεξάρτητα από την διαφορετική τους 
αντιοξειδωτική δράση.  (Manna C, et.al. 2009). 
Πρέπει να αναφερθεί πως, η ομοκυστεΐνη είναι ένα θειούχο αμινοξύ το οποίο παράγεται 
ενδοκυτταρικά, από τον μεταβολισμό της μεθειονίνης (ένα από τα απαραίτητα 
αμινοξέα) και διοχετεύεται στην κυκλοφορία μέσω του πλάσματος, κυρίως σε 
οξειδωμένη μορφή, δεσμευμένη σε πρωτεΐνες. Η ομοκυστεΐνη, επηρεάζει τη μεθυλίωση 
και γι’ αυτό είναι πολύ σημαντική. Η μεθυλίωση είναι η διαδικασία κατά την οποία 
χιλιάδες νευροδιαβιβαστές, ορμόνες και άλλα βασικά βιοχημικά συστατικά βρίσκονται 
σε ισορροπία, δηλαδή τα μεθύλια προσκολλώνται σε τοξίνες με σκοπό να τις 
αποβάλλουν από τον οργανισμό. Η μεθυλίωση βοηθά επίσης στην δημιουργία των 
φιλικών λιπαρών για τον εγκέφαλο (φωσφολιπίδια) και ακόμα ελέγχει την έκφραση των 
γονιδίων.   
 Με χαμηλή ομοκυστεΐνη έχουμε ισορροπία στο σώμα, εάν όμως έχουμε αυξημένα 
επίπεδα ομοκυστεΐνης, διαταράσσεται η μεθυλίωση, προκαλείται ερεθισμός και φλεγμονή 
στα εσωτερικά τοιχώματα των αιμοφόρων αγγείων και αυξάνεται ο κίνδυνος του 
εμφράγματος, γιατί οι βλάβες στα τοιχώματα των αρτηριών προκαλούν την εναπόθεση 
πλακών, που οδηγούν στη στένωση και τελικώς στο έμφραγμα.  
 
 Επιδράσεις των πολυφαινολών του ελαιολάδου, στην οξειδωτική βλάβη των 
ερυθροκυττάρων. (Paiva-Martins F., et.al, 2009).  
Εδώ, διαπιστώθηκε πως η 3,4-DHPEA-EDA (3-Υδροξυτυροσόλη), μία πολυφαινόλη 
του ελαιολάδου, μπορεί να διαδραματίσει έναν αξιοσημείωτο προστατευτικό ρόλο 
έναντι των ROS που προκαλούν οξειδωτική βλάβη στα κύτταρα του ανθρώπου. 
Χαμηλότερες δόσεις αυτής της ένωσης, ήταν ικανές για την προστασία των ερυθρών 
αιμοσφαιρίων in vitro και στην αποτροπή της  αιμόλυσης. 
 
 Η αναστολή της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων από φαινόλες ελαιολάδου, 
μέσω cAMP-φωσφοδιεστεράσης. (Dell'Agli M., et.al., 2008).  
Το κυκλικό AMP (cAMP ή 3'-5'-κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη), είναι ένας 
αγγελιοφόρος σημαντικός σε πολλές βιολογικές διαδικασίες. Προέρχεται από 
τριφωσφορική αδενοσίνη (ΑΤΡ) και χρησιμοποιείται για την ενδοκυττάρια μετάδοση 
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σημάτων στους οργανισμούς.  Η cAMP, συντίθεται από την ΑΤΡ (τριφωσφορική 
αδενοσίνη) από την αδενυλική κυκλάση, που βρίσκεται στην εσωτερική πλευρά της 
πλασματικής μεμβράνης. Καταλύεται από το ένζυμο της φωσφοδιεστεράσης, το 
οποίο καταλύει με υδρόλυση τον φωσφοδιεστερικό δεσμό. Στην παραπάνω εργασία, 
χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινα αιμοπετάλια, που διεγείρονταν με θρομβίνη και έγινε 
υπολογισμός της συγκέντωσης αυτών. Χρησιμοποιήθηκαν ένζυμα και πολυφαινόλες 
ελαιλάδου. Το φαινολικό περιεχόμενο των HPE (high phenol content), ήταν μεταξύ 
250 and 500 mg/kg, ενώ των LPH (low phenol levels) 46 mg/kg. Τελικά, η αναστολή 
της συσσώρευσης των αιμοπεταλίων από φαινόλες ελαιολάδου, κατά 50% κυμάνθηκε 
από 1,23 έως 11,2 μg/ml. 
 
 Αντι-Αθηρωματικά συστατικά του ελαιολάδου. (Visioli F, et.al. 2001).                   
Αναφέρεται στο ότι το ελαιόλαδο, είναι η κύρια πηγή των λιπαρών στην Μεσογειακή 
διατροφή, με αποτέλεσμα, την παρουσία μικρού σχετικά αριθμού  της στεφανιαίας 
νόσου και ορισμένων μορφών καρκίνου. Το ελαιόλαδο χαρακτηρίζεται από υψηλό 
ποσοστό μονοακόρεστων (ελαϊκό οξύ), αλλά η κύρια ιδιαιτερότητα του έξτρα-
παρθένου ελαιολάδου, είναι η παρουσία σημαντικών ποσοτήτων των φαινολικών 
ενώσεων, κυρίως υδροξυτυροσόλης και ελευρωπαΐνης, που παρέχουν υψηλή 
σταθερότητα και την έντονη γεύση. Πρόσφατα, αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι τα 
φαινολικά συστατικά της ελιάς είναι ισχυρά αντιοξειδωτικά, τόσο in vitro, όσο και in 
vivo, που θα μπορούσαν εν μέρει, να ευθύνονται για την καρδιοπροστατευτική δράση 
που παρουσιάζεται στην Μεσογειακή διατροφή. 
 
 Η προστατευτική δράση του ελαιολάδου και των φαινολικών του συστατικών, 
κατά της οξείδωσης της λιποπρωτεΐνης χαμηλής πυκνότητας.       (Fito M, et.al. 
2000).  
 Εδώ, τα αποτελέσματα έδειξαν πως το παρθένο ελαιόλαδο [0.1-0.3 mg/L caffeic acid 
equivalents (CAE) - ισοδύναμο καφεϊκού οξέως], που περιέχει πολυφαινόλες, έχει 
καλύτερη αντιοξειδωτική δράση, σε σχέση με εκείνη του εξευγενισμένου ελαιόλαδου (0 
mg/L CAE). Φαινολικές συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 20 mg/L, παρεμπόδισαν την 
δημιουργία των δραστικών ουσιών από το θειοβαρβιτουρικό οξύ, όταν το AAPH [(2,2'-
azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride], σαν ελεύθερη ρίζα, ξεκίνησε την οξείδωση 
της  LDL.  
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 Ελαιόλαδο και αναστολή της οξείδωσης της λιποπρωτεΐνης χαμηλής 
πυκνότητας.  Ο ρόλος των φαινολικών συστατικών. (Fito M, et.al. 2000).                  
Ο σκοπός της εργασίας ήταν να ερευνηθεί η προστατευτική επίδραση των  
ελαιολάδων,  με διαφορετική φαινολική σύσταση, κατά της οξείδωσης της 
λιποπρωτεΐνης χαμηλής πυκνότητας. Χρησιμοποιήθηκαν: 
 Εξευγενισμένο ελαιόλαδο, με φαινολικό περιεχόμενο: 0 mg/l  CAE),  
 Κοινό ελαιόλαδο (0.1 - 0.3 mg/l CAE) και 
 Παρθένο ελαιόλαδο, αραιωμένο με εξευγενισμένο ελαιόλαδο . 
 Η υδροξυτυροσόλη και η ελευρωπαΐνη, αναστέλλουν την οξείδωση της LDL, που 
προκαλείται από θεϊκό χαλκό (CuSO4). O θεϊκός χαλκός, μειώνει ταχύτατα την 
αντιοξειδωτική ικανότητα της βιταμίνης Ε, στην LDL. (Afanas IB, 1985). Τα λιπαρά 
οξέα που προσβάλλονται από την επίδραση του θεϊκού χαλκού είναι κυρίως τα 
πολυακόρεστα (λινολεϊκό, αραχιδονικό και εικοσαπεντοϊκό), που είναι περισσότερο 
ευπαθή στην οξείδωση. Η υδροξυτυροσόλη και η ελευρωπαΐνη, μπορούν να δεσμεύουν 
τις ελεύθερες ρίζες ή να δρουν σαν παράγοντες χηλικοποίησης, διακόπτοντας έτσι την 
αλυσίδα του πολλαπλασιασμού των υπεροξειδίων. Μετά από πολλαπλές αναλύσεις, τα 
απότελέσματα έδειξαν πως οι πολυφαινόλες που περιέχονται στο παρθένο ελαιόλαδο, 
επιδεικνύουν μεγαλύτερο αντιοξειδωτικό αποτέλεσμα, στην οξείδωση της LDL, σε σχέση 
με το εξευγενισμένο ελαιόλαδο. 
 
 
 
 Καρκίνος 
  Οι πολυφαινόλες της Μεσογειακής δίαιτας μειώνουν την φλεγμονώδη 
αγγειογένεση μέσω αναστολής των ΜΜΡ-9 (Matrix Metalloproteinase 9 – 
μεταλλοπρωτεϊνασες, μία ομάδα ενζύμων που εμπλέκονται στην αποικοδόμηση της 
εξωκυττάριας ύλης) και COX-2 (Cyclooxygenase 2 - Κυκλοοξυγενάση - πρωτεΐνη που η 
υπερέκφρασή της εμπλέκεται σε ασθένειες), σε ανθρώπινα αγγειακά ενδοθηλιακά 
κύτταρα: Έγινε μελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης των πολυφαινολών ελευρωπαΐνης και 
υδροξυτυροσόλης από το ελαιόλαδο, της  ρεσβερατρόλης και της κερκετίνης από το 
κόκκινο κρασί, πάνω στην αγγειογόνο απόκριση, σε ενδοθηλιακά κύτταρα, έτσι ώστε να 
διερευνηθούν οι μηχανισμοί δράσης των πολυφαινολών. Καλλιεργημένα ενδοθηλιακά 
κύτταρα προ-επωάστηκαν με 0,1 έως 50 μmol / L πολυφαινολών, πριν από τη διέγερσή 
τους με οξική μυριστική φορβόλη (ΡΜΑ). Όλες οι πολυφαινόλες, μείωσαν την εκφύλιση 
των ενδοθήλιων κυττάρων (ποροειδείς αυλοί).   
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Η κεντρική ιδέα έχει ως εξής: 
 Η μεσογειακή διατροφή συνδέεται με μειωμένο κίνδυνο καρδιαγγειακών παθήσεων 
και του καρκίνου. 
  Αν η Μεσογειακή δίαιτα εισαχθεί σε χώρες με την τυπική δυτική δίαιτα, ο 
συνολικός κίνδυνος του καρκίνου θα μπορούσε να μειωθεί κατά 10% και ειδικότερα ο 
κίνδυνος του ορθοκολικού και άλλων καρκίνων του πεπτικού συστήματος μπορεί να 
μειωθεί έως και 25%.  
 Οι βιολογικοί μηχανισμοί για την πρόληψη του καρκίνου που σχετίζονται με τη 
μεσογειακή διατροφή έχουν σχέση με μια ισορροπημένη αναλογία των ωμέγα-6 και 
ωμέγα-3 λιπαρων οξέων και στις υψηλές ποσότητες φυτικών ινών, αντιοξειδωτικών και 
πολυφαινολών που βρίσκονται στα φρούτα, λαχανικά, ελαιόλαδο και κρασί.  
Ήδη, μετά την αναφορά στις παραπάνω μελέτες, φαίνεται η σπουδαιότητα και η 
πολυδιάστατη δράση των πολυφαινολών του ελαιολάδου. Πρέπει όμως να αναφερθούν 
και άλλα πεδία της βιοδραστικότητας αυτών που είναι: 
 Η προστασία του νευρικού συστήματος. 
 Η προώθηση της βιογένεσης των μιτοχονδρίων. 
 Η υγεία του δέρματος. 
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2.Σκοπός  
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της αντιοξειδωτικής δράσης 
πολυφαινολικού εκχυλίσματος τα οποία ήταν ενθυλακωμένα σε μαλτοδεξτρίνη, πρωτεΐνη 
τυρογάλακτος και ζελατίνη  από απόβλητα ελαιοτριβείου  για αύξηση της 
βιοδιαθεσιμότητας τους. Στο πρωτο στάδιο εξετάστηκε η αντιοξειδωτική ικανότητα των 
εκχυλισμάτων   ύστερα από αλληλεπιδραση με τη ρίζα  ABTS•+. Στο  δεύτερο στάδιο 
εξετάστηκε η αντιμεταλλαξινογόνος δράση των εκχυλισμάτων έναντι των βλαβών του 
DNA, οι οποίες προκαλούνται από ελεύθερες ρίζες. Για το σκοπό αυτό απομονώθηκε και 
χρησιμοποιήθηκε  πλασμιδιακό DNA στο οποίο και παρατηρήθηκε η αναστολή της 
πρόκλησης μονόκλωνων θραυσμάτων  που προκαλούνται από ρίζες  περοξυλίου (ROO•). 
Ενώ στο τρίτο και τελευταίο στάδιο του πειράματος χρησιμοποιώντας κυτταρομετρία 
ρόης προσδιοριστικαν δείκτες οξειδωτικού στρες για να εξετάσουμε εάν υπάρχει 
αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος ,έτσι ώστε, με την κατάλληλη προσθήκη αυτών 
σε ποτό, τρόφιμο ή φαρμακευτικό σκεύασμα, να προσδίδονται οι θετικές ιδιότητες του 
ελαιολάδου. 
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3.Υλικά και Μέθοδοι 
ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ 
Τα εκχυλίσματα απομονώθηκαν από το εργαστήριο Μηχανικών Βιοσυστημάτων με την 
βοήθεια του επίκουρου Καθηγητή Κωνσταντίνου Πετρωτού του ΤΕΙ Λάρισας του 
Τμήματος Μηχανικής Βιοσυστημάτων. Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται ο αριθμός 
των δειγμάτων που μελετήθηκαν καθώς και οι συνθήκες ενθυλάκωσής τους. 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ ΣΥΝΘΗΚΩΝ ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΩΝ 
ΑΡΙΘΜΟ
Σ 
ΔΕΙΓΜΑΤ
ΟΣ 
Μ
ΠΙ
ΛΙ
Α 
INLET 
TEMPERA
TURE  (oC)  
OUTLET 
TEMPERA
TURE (oC)  
ASPI
RATO
R (%) 
PU
MP 
(%) 
ΠΟΛΥΦ
ΑΙΝΟΛΕ
Σ (ml) 
TWE
EN 
80 
(ml) 
ΠΡΩ
ΤΕΙΝ
Η 
(gr) 
ΜΑΛΤΟ
ΔΕΞΤΡΙΝ
Η (gr) 
ΖΕΛΑ
ΤΙΝΗ 
(gr) 
H2
0 
(
ml
) 
ΣΥΝΟΛΟ 
ΔΕΙΓΜΑΤ
ΟΣ (ml) 
2 40 120 82 100 5 37,5 12,5 25     
17
5 250 
9 60 120 76 100 5 37,5 12,5   25   
17
5 250 
12 60 160 86 100 10 37,5 12,5   25   
17
5 250 
13 60 140 78 100 10 37,5 12,5   25   
17
5 250 
14 60 120 67 100 10 37,5 12,5   25   
17
5 250 
17 60 100 59 100 5 37,5   25   5 
17
5 242,5 
18 60 100 61 100 5 37,5     25 5 
17
5 242,5 
19 60 120 68 100 5 37,5     25 5 
17
5 242,5 
20 60 120 71 100 5 37,5   25   5 
17
5 242,5 
21 60 140 80 100 5 37,5     25 5 
17
5 242,5 
22 60 140 79 100 5 37,5   25   5 
17
5 242,5 
24 60 160 96 100 5 37,5   25   5 
17
5 242,5 
     
  
       
 
Πίνακας 3: Πίνακας συνθήκων των πειραμάτων  
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3.1 Μελέτη της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω αλληλεπίδρασης 
με τη  Ρίζα ABTS•+       
 
            Αρχή της Μεθόδου 
Η μέθοδος εκτίμησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας εν δυνάμει αντιοξειδωτικών 
μορίων, αναπτύχθηκε από τους Miller και Rice-Evans, (Rice-Evans et.al., 1993), και 
βασίζεται σε μία αντίδραση αποχρωματισμού.  Χρησιμοποιείται για την εκτίμηση της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας, βασιζόμενη στην ικανότητα αλληλεπίδρασης 
αντιοξειδωτικών µορίων µε την σταθερή ρίζα ABTS•+. Το ABTS, [2,2΄-Azino-bis-(3-
ethyl-benzthiazoline-sulphonic acid)], παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) και 
µέσω της δράσης του ενζύμου περοξειδάση (HRP), οξειδώνεται και δημιουργείται  η 
δραστική ρίζα ABTS•+ (κατιόν) (Εικόνα 18). Η συγκεκριμένη ρίζα έχει κυανοπράσινο 
χρώμα και απορροφά στα 730 nm. Για την εκτίμηση της αντιοξειδωτικής δράσης μιας 
ουσίας πρέπει αρχικά να προηγηθεί ο σχηματισμός της ρίζας και στην συνέχεια να 
ακολουθήσει η προσθήκη της εξεταζόμενης ουσίας ώστε να αποφευχθεί η 
αλληλεπίδραση των αντιοξειδωτικών παραγόντων με τους οξειδωτικούς παράγοντες που 
χρησιμοποιούνται για την οξείδωση του ABTS.  
  
             Εικόνα 9:  Η Οξείδωση του ABTS σε Δραστική ρίζα. 
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          Εικόνα 10:  Η Αλληλεπίδραση του Αντιοξειδωτικού με την Ρίζα ABTS•+ 
  Όταν στο διάλυμα προστεθεί µια ουσία µε αντιοξειδωτική δράση τότε η ρίζα 
ABTS
•+, ανάγεται είτε μέσω προσθήκης ενός ηλεκτρονίου (single electron transfer, SET) 
είτε μέσω προσθήκης ενός ατόμου υδρογόνου (hydrogen atom transfer, HAT), µε 
αποτέλεσμα τον αποχρωματισμό του διαλύματος σε βαθμό ανάλογο της συγκέντρωσης 
του αντιοξειδωτικού και συνέπεια την μείωση της οπτικής απορρόφησης στα 730 nm  
(Εικόνα 19) (Prior et al., 2005; Miller et al, 1993; Re et al, 1999). 
 
 
 
 
 
 Πειραματική  Διαδικασία 
 
Αρχικά προετοιμάζονται τα διαλύματα και ακολουθεί η ετοιμασία των αραιώσεων 
των εξεταζόμενων εκχυλισμάτων σε διάφορες συγκεντρώσεις (πχ. 5, 10, 25, 50,100 
μg/ml).  
Διάλυμα ABTS (1mM): Για τελική συγκέντρωση ABTS 1 mM σε τελικό όγκο 
αντίδρασης 1 mL (500 µΙ) φτιάχνουμε διάλυμα 2 mM. Για 10 mL διαλύματος ζυγίζουμε 
10.97 mg ABTS και το διαλύουμε σε Η2Ο.  
Διάλυμα Η2Ο2 (30 μM):  Για τελική συγκέντρωση Η2Ο2 30 µΜ σε τελικό όγκο 
αντίδρασης 1 mL (50 µΙ) φτιάχνουμε διάλυμα 600 µΜ. Από το stock διάλυμα Η2Ο2 30% 
8,8 Μ αραιώνουμε µε Η2Ο2 , ώστε να φτιάξουμε το διάλυμα των 600 µΜ.  
Διάλυμα HRP (6 μM): Διαλύουμε 1mg του ενζύμου σε 10ml αποστειρωμένο νερό. Στη 
συνέχεια κάνουμε μια αραίωση 1/10 και χρησιμοποιούμε  αυτό το διάλυμα για την 
αντίδραση. Όλα τα παραπάνω διαλύματα προετοιμάζονται την ηµέρα του πειράματος και 
καλύπτονται με αλουμινόχαρτο γιατί είναι φωτοευαίσθητα. Επιπλέον διατηρούνται σε 
πάγο κατά την διάρκεια του πειράματος. Ο συνολικός όγκος της αντίδρασης είναι 1000μl 
στα οποία προστίθενται κατά σειρά το διάλυμα ΑΒΤS, το υπεροξείδιο του υδρογόνου 
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(Η2Ο2) και το ένζυμο περοξειδάση (HRP). Τα διαλύματα αναδεύονται και επωάζονται 
στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου για 45 min. Στην συνέχεια ακολουθεί η προσθήκη 
του εκχυλίσματος σε διάφορες συγκεντρώσεις (πχ. 50, 100, 250, 500,1000 μg/ml) , 
σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα. (Πίνακας 11).  Όλα τα δείγματα εξετάζονται εις 
τριπλούν, με τουλάχιστον δύο πειράματα για κάθε εκχύλισμα ενώ το διάλυμα των 
παραπάνω αντιδραστηρίων (ABTS,  Η2Ο2,  HRP) χρησιμοποιείται σαν δείγμα ελέγχου 
(control). Μετά την επώαση και την προσθήκη των εκχυλισμάτων ακολουθεί ανάδευση 
και μέτρηση της απορρόφησης στα 730 nm.  
 
Επειδή υπάρχει πιθανότητα η εξεταζόμενη ουσία να απορροφά στα 730 nm, μετράται η 
απορρόφηση της κάθε εξεταζόμενης συγκέντρωσης σε μεθανόλη χωρίς την παρουσία του 
ενζύμου (Πίνακας 13). 
 
 Τυφλό Control C1 C2 C3 C4 C5 
Η2Ο 450 µL 400 µL 400 µL 400 µL 400 µL 400μl 400μl 
ABTS 500 µL 500 µL 500 µL 500 µL 500 µL 500μl 500μl 
Η2Ο2 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50μl 50μl 
HRP - 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50ml 50ml 
V τελ 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1mL 1mL 1mL 
 
Επώαση 45 min 
 
Πίνακας 5: Η Διαδοχική Σειρά Προσθήκης και Ποσότητες των Αντιδραστηρίων. 
 Τυφλό C1 C2 C3 C4 C5 
Η2Ο 450 µL 450 µL 450 µL 450 µL 450 µL 450 µL 
ABTS 500 µL 500 µL 500 µL 500 µL 500 µL 500 µL 
Η2Ο2 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
Εκχύλισμα - 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 
V τελ 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 
Πίνακας 6: Έλεγχος Απορρόφησης Εξεταζόμενης Συγκέντρωσης , Χωρίς την Προσθήκη 
του Ενζύμου. 
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Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων υπολογίστηκε η μέση τιμή και η 
τυπική απόκλιση  των τιμών της απορρόφησης για κάθε δείγμα στα 730nm. Η 
αντιοξειδωτική ικανότητα κάθε εξεταζόμενης ουσίας υπολογίστηκε ως το ποσοστό 
αναστολής της δράσης της ρίζας ABTS•+ και εκφράστηκε σαν το ποσοστό εξουδετέρωσης 
αυτής σύμφωνα με τον τύπο: 
%  εξουδετέρωση της ρίζας  ABTS•+   =  [ (Α0 – Αδ) / Α0 ]   x  100 
όπου:Α0: Μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος ελέγχου. 
         Αδ: Μέση τιμή της οπτικής απορρόφησης του δείγματος (εκχύλισμα). 
  Για να προσδιοριστεί αν υπήρχαν στατιστικά σημαντικά διαφορές μεταξύ των 
μέσων τιμών χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος one-way ANOVA σε συνδυασμό με το τεστ 
του Dunnett (οι υπολογισμοί έγιναν με το πρόγραμμα SPSS 18.0). Επίσης, εκτιμήθηκε 
στατιστικά η συσχέτιση μεταξύ της εξουδετέρωσης της ρίζας του ABTS•+ που 
προκαλούσαν οι εξεταζόμενες ουσίες και της συγκέντρωσής τους με τον προσδιορισμό 
του συντελεστή συσχέτισης r κατά Spearman.  
Επιπλέον, προσδιορίστηκε  το IC50, δηλαδή η συγκέντρωση των εξεταζόμενων 
ουσιών στην οποία προκαλούσαν μείωση των ριζών του ABTS•+ κατά 50%,  από τις 
γραφικές παραστάσεις της μεταβολής της % εξουδετέρωσης σε συνάρτηση με τις 
συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων. Όσο μικρότερη είναι η τιμή του IC50 τόσο ισχυρότερη 
είναι η αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσματος. 
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3.2  Επαγόμενη  από ρίζες ROO• πρόκληση μονόκλωνων θραυσμάτων 
στο DNA 
 
Αρχή της μεθόδου 
 
Η μέθοδος εκτίμησης της προστατευτικής δράσης απέναντι στη δράση των ριζών 
ROO
•
 βασίζεται στη μέθοδο των Chang et al. (2001).Οι ρίζες ROO• είναι από τις πιο 
συνηθισμένες ρίζες που παράγονται μέσα στον οργανισμό, αποτελώντας έναν από τους 
σημαντικότερους παράγοντες που συμβάλλουν στην έναρξη της αλληλουχίας 
αντιδράσεων της οξείδωσης των λιπιδίων. Η χημεία των ριζών αυτών ποικίλει ανάλογα 
με την ομάδα R- που τις απαρτίζουν καθώς και το περιβάλλον στο οποίο παράγονται. 
    Ως πηγή παραγωγής ριζών ROO• χρησιμοποιείται το AAPH [2,2’-Azobis (2-
amidinopropane hydrochloride)]. To AAPH σε θερμοκρασία 37οC διασπάται και οδηγεί 
στην παραγωγή ριζών ROO•  (Αντιδράσεις 5,6)(Εικόνα 20).    
 
 
 
  
 
 
 
 
Εικόνα 12: Χημική δομή της ένωσης AAPH και η αντίδραση της θερμικής της διάσπασης 
και του σχηματισμού των ριζών ROO•. 
 
 
 
 
 
(Αντίδραση  5)  2
37 2 NRAAPH C
o
 
  ROOOR 2
(Αντίδραση  6) 
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Οι ρίζες ROO• έχουν την ικανότητα επίσης να προκαλούν μονόκλωνα σπασίματα 
στο DNA. Η δράση αυτή των ριζών στο πλασμιδιακό DNA έχει ως αποτέλεσμα την 
αλλαγή της διαμόρφωσης του από υπερελικωμένο, σε ανοιχτό κυκλικό και γραμμικό. Η 
εκτίμηση λοιπόν της αντιοξειδωτικής δράσης μιας ουσίας  γίνεται μέσω της αναστολής 
της μετατροπής της υπερελικωμένης διαμόρφωσης του πλασμιδιακού DNA  στην ανοιχτή 
κυκλική ή γραμμική. 
Η παρεμπόδιση της αλλαγής αυτής στην διαμόρφωση του πλασμιδιακού DNA από 
το εξεταζόμενο φυτικό εκχύλισμα ή την περιεχόμενη δραστική ουσία αντικατοπτρίζει την 
προστατευτική δράση αυτών απέναντι στην δράση των ριζών ROO•. 
 
  Πειραματική διαδικασία  
 
  Αρχικά προετοιμάζεται το gel αγαρόζης περιεκτικότητας 0,8 %, με διάλυση 0,72 
g αγαρόζης σε 90 ml ΤΒΕ 1x (10mΜ Tris-Cl, Boric Acid, 0,5M EDTA), και απόχυσή του 
στο καλούπι της συσκευής ηλεκτροφόρησης. 
 Στη συνέχεια γίνεται η προετοιμασία των διαλυμάτων αντίδρασης ως εξής: 
- PBS (pH=7,4) : NaCl 137mM (8gr/1000ml), KCl 2,7mM (0,2gr/1000 ml), 
Na2HPO48,1mM (1,44gr/1000ml), KH2PO4 1,5mM (0,2gr/1000ml). Το διάλυμα 
αποστειρώνεται και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 
-   AAPH 100mM: 13,56mg AAPH σε 500μl PBS. Το διάλυμα προετοιμάζεται λίγο πριν 
από την πραγματοποίηση της αντίδρασης και  διατηρείται στον πάγο τυλιγμένο με 
αλουμινόχαρτο, καθώς είναι φωτοευαίσθητο.    
-  AAPH 15 mM: προκύπτει με αραίωση 1/2,67 του   διαλύματος AAPH 100mM . Το 
διάλυμα προετοιμάζεται πριν από την πραγματοποίηση της αντίδρασης και διατηρείται 
στον πάγο.    
Εξετάστηκε η αντιοξειδωτική δράση των εκχυλισμάτων σε  έξι συγκεντρώσεις  
μεταξύ των 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128  μg/ml.  
 Τα συστατικά της αντίδρασης (συνολικού όγκου 10μl) ήταν τα εξής:  PBS, DNA 
Bluescript plasmid 3,2μg, AAPH 15 mM και το εξεταζόμενο εκχύλισμα για τον έλεγχο 
της αντιοξειδωτικής του δράσης, στις παραπάνω συγκεντρώσεις. 
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Η συγκέντρωση της ένωσης AAPH επιλέχθηκε μετά από δοκιμή δράσης διάφορων 
συγκεντρώσεών (1-15 mM) στα 45 min στους 37 οC. Η συγκέντρωση των 15 mM 
προκαλεί μετάβαση του υπερελικωμένου πλασμιδιακού DNA σε ανοιχτό κυκλικό κατά 
70-75% σε σχέση με τον αρνητικό μάρτυρα χωρίς να το μεταβιβάζει στην γραμμική 
διαμόρφωση. 
Η αντίδραση πραγματοποιείται με την  προσθήκη των υλικών με την σειρά που 
βρίσκονται στον Πίνακα 13. Για την ανάδευση και ομογενοποίηση των συστατικών 
χρησιμοποιήθηκαν συσκευές  ανάδευσης και στροβιλισμού  (spin και vortex ) (Εικόνα 
21) 
 PBS 
Αντιοξειδωτικός 
παράγοντας 
DNA plasmid AAPH 
Control   (-) 8 μl - 2μl - 
AAPH  15mM  (+) 4 μl - 2μl 4μl 
Εκχ.    (4 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ.    (8 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ .   (16 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ.    (32 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ.    (64 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ.    (128 μg/ml) 1 μl 3μl 2μl 4μl 
Εκχ.    (128 μg/ml) 5 μl 3μl 2μl - 
 
Πίνακας 7: Ποσότητες αντιδραστηρίων. 
 
     
Εικόνα 13: Συσκευές ανάδευσης vortex και στροβιλισμού spin 
Κάθε δείγμα δοκιμάζεται και μόνο του μαζί με το πλασμιδιακό DNA στην 
μεγαλύτερη εξεταζόμενη συγκέντρωσή του για να παρατηρηθεί η πιθανή επίδραση του 
δείγματος στην υπερελικωμένη διαμόρφωση του πλασμιδιακού DNA. 
Τα δείγματα τοποθετούνταν στο σκοτάδι στους 37oC για 45 min. Μετά την επώαση, 
η  αντίδραση τερματιζόταν με την προσθήκη 3 μl διαλύματος φόρτωσης (Loading Buffer 
- Χρωστική Bromophenol Blue 0.25% + 30% Glycerol) (Εικόνα 22) και ακολούθουσε 
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ηλεκτροφόρηση  (5V/cm) σε πηκτή (gel) αγαρόζης 0,8%w/v στα 70 V για 60 min 
(Εικόνες 23 και 24). Χρησιμοποιήθηκαν οριζόντιες συσκευές ηλεκτροφόρησης Scie-Plas 
(M.B.) και το ρυθμιστικό διάλυμα ήταν TBE (10 mM Tris-HCl, 90 mM βορικό οξύ, 1mM 
EDTA, pH 8).  Στη συνέχεια  το gel βαφόταν σε  διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 
(0,5μg/ml) για 30 min και ακολουθούσε αποχρωματισμός του  σε απιονισμένο νερό 
επίσης για 30 min. Οι πηκτές μετά τον αποχρωματισμό τους τοποθετούνταν σε συσκευή 
εκπομπής UV και φωτογραφίζονταν με το σύστημα ανάλυσης εικόνας MultiImage Light 
Cabinet της Alpha Innotech (Εικόνα 25). Στη συνέχεια με τη χρησιμοποίηση του 
λογισμικού Alpha View της  Alpha Innotech έγινε ποσοτικοποίηση των ζωνών του DNA 
με βάση την οπτική τους πυκνότητα.  Κάθε πείραμα γινόταν εις τριπλούν. 
 
Εικόνα 14:  Απεικόνιση δειγμάτων μετά την προσθήκη διαλύματος φόρτωσης 
 
 
Εικόνα 15:  Συσκευές και διάταξη ηλεκτροφόρησης. 
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Εικόνα 16: Διαδικασία ηλεκτροφόρησης, στάδια απομάκρυνσης  χρωματισμένων 
ζωνών. 
 
 
 
 
 
Εικόνα 17: Σύστημα ανάλυσης εικόνας MultiImage Light Cabinet της Alpha Innotech 
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Η αναστολή της τοξικής δράσης των ριζών ROO•, που παράγονται από την θερμική 
αποικοδόμηση του AAPH  υπολογίστηκαν ως εξής:  
% αναστολή =[(S0 – S)/(Scontrol – S0)]• 100 
Όπου:  
Scontrol     το ποσοστό υπερελικωμένης μορφής πλασμιδίου στο αρνητικό control,  
S0            το ποσοστό της  υπερελικωμένης μορφής πλασμιδίου του θετικού control  
                (DNA + 2,5mM AAPH) και  
S             το ποσοστό της υπερελικωμένης μορφής του πλασμιδίου παρουσία του προς         
               εξέταση αντιοξειδωτικού παράγοντα (εκχύλισμα) καθώς και του     
               οξειδωτικού παράγοντα (15mM AAPH).   
Από τα τρία ποσοστά αναστολής για κάθε εκχύλισμα  βρέθηκε η μέση τιμή ( x ) καθώς 
και το τυπικό σφάλμα (SE) για το καθένα. 
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3.3  Προσδιορισμός της γλουταθειόνης και των ελευθέρων ριζών με 
κυτταρομετρία ροής (flow cytometry) 
 
Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των κυττάρων παραθέτονται 
παρακάτω και είναι τα εξής: 
 Θρεπτικό μέσο [Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, 4,5g/l Glucose, 
1mM sodium pyruvate, Gilbo BRL 41966) 
 2mM L-γλουταμίνη (Biochrom KG Seromed) 
 Πενικιλίνη/Στρεπτομυκίνη αντιβιοτικά (antibiotic-antimitotic solution) 
 Fetal Bovine Serum (Biochrom KG Seromed) 
 Τρυψίνη 
 PBS pH 7,4 (Phosphate buffer saline 1x) (Gibco) 
 
Ανάλογα με τις απαιτήσεις της πειραματικής διαδικασίας, παρασκευάζουμε 
διαλύματα με ή χωρίς FBS. Μάλιστα στην περίπτωση που το θρεπτικό μέσο περιέχει 
FBS, τότε η περιεκτικότητα αυτού ανέρχεται στο 10% Tο θρεπτικό μέσο με 10% FBS, 
χρησιμοποιείται για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Αντιθέτως, το 
θρεπτικό χωρίς FBS χρησιμοποιείται κατά την διάρκεια του πειράματος όπου 
τοποθετούμε το εκχύλισμα στα κύτταρα Αναλυτικότερα λοιπόν, οι αναλυτικές συστάσεις 
των θρεπτικών μέσων αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα: 
Θρεπτικό μέσο με 10% FBS Θρεπτικό μέσο χωρίς FBS 
20 mL FBS  
2 mL anti-anti 2 mL anti-anti 
2 mL glutamine 2 mL glutamine 
200ml DMEM41966                                         200ml DMEM41966                                         
Για την μέτρηση της GSH με την βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής χρησιμοποιούμε τα 
εξής αντιδραστήρια: 
 Χρωστική Orange mercury (Sigma) 
 FACS Clean (Becton-Dickinson) 
 FACS Sheath (Becton-Dickinson) 
 FACS Rinse (Becton-Dickinson) 
 Απεσταγμένο νερό 
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 3.3.1 Κυτταρική σειρά EA.hy 926 
 
Για την πραγματοποίηση του πειραματικού μέρους της παρούσας μελέτης 
χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα τύπου EA.hy 926 (αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα 
ανθρώπου), που αποτελούν υβριδική σειρά που προέκυψε από τη σύντηξη ενδοθηλιακών 
κυττάρων ομφαλικής φλέβας ανθρώπου (HUVECs) και επιθηλιακών κυττάρων από 
καρκίνωμα πνεύμονα του ανθρώπου (A549). Η αθανοτοποιημένη κυτταρική σειρά που 
προέκυψε διαθέτει πολλές αγγειακές, ενδοθηλιακές ιδιότητες και επίσης η κυτταρική 
αυτή σειρά μπορεί να αναπτύσσεται ταχύτατα χωρίς την προσθήκη κάποιου ειδικού 
παράγοντα ανάπτυξης. Ακόμη, διαθέτει ένα μοναδικό δείκτη χρωμοσωμάτων που βοηθά 
στην εύκολη ταυτοποίηση τους. Όλα τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν αυτή την 
κυτταρική σειρά ως πρότυπο για τη μελέτη των αγγειακών ενδοθηλιακών κυττάρων του 
ανθρώπου [Edgell et al., 1983].  
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 18 : Κύτταρα Ea.hy 926 σε οπτικό μικροσκόπιο 
Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε 25cm² φλάσκες καλλιέργειας κυττάρων με θρεπτικό υλικό 
DMEM (5 ml) το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με 10% FBS, 1% L-γλουταμίνη και 1% 
διάλυμα πενικιλίνης [(100 units/ml)/στρεπτομυκίνης (100μg/ml)] και σε επωαστικό 
κλίβανο, όπου η θερμοκρασία ήταν στους 37οC και το CO2 5%. Τα κύτταρα 
αναπτύσσονταν στο θρεπτικό υλικό μέχρι η επιφάνεια της φλάσκας να καλυφθεί περίπου 
κατά 70-80% με κύτταρα, ώστε να πραγματοποιηθεί ανακαλλιέργεια των κυττάρων 
(split) αποκολλώντας τα από την φλάσκα με 1000 μL  τρυψίνης 0,25%. Ακολουθούσε 
επώαση με την τρυψίνη για 5 λεπτά στους 37οC στον κλίβανο επώασης και στη συνέχεια 
επαναιώρηση των αποκολλημένων κυττάρων σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS. Οι 
χειρισμοί των κυττάρων γινόταν σε θάλαμο ρεύματος αέρα συνεχούς ροής (Laminar air 
flow). 
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3.3.2  Προσδιορισμός της κυτταροτοξικής δράσης  με τη μέθοδο XTT. 
 
Αρχή μεθόδου 
Για τον προσδιορισμό της επίδρασης της πρωτεΐνης του τυρογάλακτος στους 
μυοβλάστες χρησιμοποιήθηκε το kit XTT assay της εταιρείας Roche. Η μέθοδος XTT 
αποτελεί μια χρωματομετρική δοκιμή για την μη ραδιενεργή ποσοτικοποίηση του 
κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της βιωσιμότητας. Η μέθοδος βασίζεται στον 
μεταβολισμό του τετραμμωνιακού άλατος (XTT) από μιτοχονδριακές δεϋδρογονάσες 
κυττάρων στον μεταβολίτη φορμαζάνη. Η φορμαζάνη είναι υδατοδιαλυτή, έχει 
πορτοκαλί χρώμα και απορροφά στα 450-500 nm και έτσι μπορεί να προσδιοριστεί με 
φασματοφωτομέτρηση. Μείωση του αριθμού των ζώντων κυττάρων οδηγεί σε μειωμένο 
μεταβολισμό του τετραμμωνιακού άλατος και συνεπώς σε μειωμένη απορρόφηση. 
 
Εικόνα 19: Μεταβολισμός του XTT σε υδατοδιαλυτή φορμαζάνη από ζωντανά κύτταρα. 
    
 
 
 
 Πειραματική διαδικασία 
 
   Μετά την αποκόλληση των κυττάρων με τρυψίνη 0,25% και την επαναιώρησή 
τους σε θρεπτικό υλικό με 10% FBS, γινόταν μέτρησή τους με τη βοήθεια 
αντικειμενοφόρου πλάκας Νeubauer. Στη συνέχεια, γινόταν επίστρωση 10000 
κυττάρων/θέση  σε ένα τριβλίο με 96 θέσεις (96-well plate). Στα κύτταρα επίσης 
προστίθονταν θρεπτικό υλικό με 10%  FBS (Fetal Bovine Saline) και ακολουθούσε 
επώαση για 24 ώρες στους 370C και σε 5% CO2 προκειμένου να προσκολληθούν στον 
πάτο του τριβλίου της καλλιέργειας. Μετά το πέρας της επώασης το θρεπτικό υλικό 
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αφαιρούτναν και ακολουθούσε προσθήκη διαφορετικών συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης 
τυρογάλακτος ή του οξειδωτικού παράγοντα t-BHP σε θρεπτικό υλικό χωρίς FBS (ώστε 
να αποφευχθεί η αλληλεπίδραση των συστατικών του FBS με την πρωτεΐνη) συνολικού 
όγκου 100 μl. Τα κύτταρα στα οποία είχαμε προσθέσει τις διαφορετικές συγκεντρώσεις 
της πρωτεΐνης, επωάζονταν για 24 ώρες. Τα κύτταρα στα οποία προσθέσαμε τον 
οξειδωτικό παράγοντα επωάστηκαν για 1 ώρα. Μετά την επώαση προστίθονταν 50 μl από 
το αντιδραστήριο ΧΤΤ σε κάθε θέση του 96-well plate  και ακολουθούσε επώαση για 4 
ώρες. Αξίζει να σημειωθεί ότι το αντιδραστήριο ΧΤΤ πρέπει να έχει αναλογία 50:1 
μεταξύ των αντιδραστηρίων Α και Β από τα οποία αποτελείται το kit. Η προετοιμασία του 
αντιδραστηρίου, προκειμένου να υπάρχει η επιθυμητή αναλογία μεταξύ των Α και Β, 
γίνεται πάντα πριν τη χρησιμοποίησή του. Σε κάθε πείραμα χρησιμοποιήθηκαν και 
δείγματα ως αρνητικοί μάρτυρες, τα οποία περιείχαν μόνο κύτταρα και όχι ΧΤΤ reagent. 
Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν και δείγματα μάρτυρες που περιείχαν την πρωτεΐνη και ΧΤΤ, 
χωρίς όμως να περιέχουν και κύτταρα, προκειμένου να παρατηρηθεί αν η συγκέντρωση 
της πρωτεΐνης επηρεάζει την τιμή της απορρόφησης. Μετά την τετράωρη επώαση 
προσδιορίζεται η απορρόφηση στα 450 nm με φασματοφωτόμετρο ELISA plate reader 
(Biotek) και τη χρήση του λογισμικού Gen5 (Biotek). Η εξέταση της πρωτεΐνης έγινε σε 
τρία διαφορετικά πειράματα και στο κάθε πείραμα η κάθε συγκέντρωση εξεταζόταν σε 
τριπλά δείγματα. Η % αναστολή της πρωτεΐνης στην κυτταρική αύξηση των κυττάρων 
EA.hy 926 υπολογίστηκε από τον τύπο: 
% αναστολή= [(O.D.αρνητικού μάρτυρα- 
O.D.δείγματος)/O.D.αρνητικού μάρτυρα] χ 100 
 
α                                                                        β 
 
Εικόνα 20: α) αντικειμενοφόρος πλάκα Νeubauer, β) 96-well plate. 
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3.3.3 Κυτταρομετρία Ροής 
 
Αρχή Μεθόδου 
Η κυτταρομετρία ροής (Flow Cytometry, FC) είναι μια τεχνική αυτοματοποιημένης 
κυτταρικής ανάλυσης που επιτρέπει τη μέτρηση μεμονωμένων σωματιδίων (κυττάρων, 
πυρήνων, χρωμοσωμάτων κ.λπ.) καθώς διέρχονται σε νηματική ροή από ένα σταθερό 
σημείο όπου προσπίπτει μία δέσμη φωτός. Τα πλεονεκτήματα της FC στηρίζονται κυρίως 
στη δυνατότητα να αναλύει με μεγάλη ταχύτητα, ακόμη και σε μικρά δείγματα, 
ταυτοχρόνως πολλαπλά φυσικά ή/ και χημικά χαρακτηριστικά του κυττάρου (Shapiro, 
2003). Ένα άλλο χαρακτηριστικό πλεονέκτημα που δεν το έχει άλλη μέθοδος είναι ότι 
προσφέρει τη δυνατότητα της πολυπαραμετρικής ανάλυσης του δείγματος 
συμπεριλαμβανομένου και της θέσης του κυτταρικού κύκλου στην οποία βρίσκονται. Η 
δέσμη φωτός (συνήθως δέσμη λέιζερ) ενός μεμονωμένου μήκους κύματος κατευθύνεται 
διαμέσου μιας υδροδυναμικά συγκλίνουσας ροής υγρού, η οποία προσπίπτει επάνω στα 
κύτταρα, καθώς ρέουν υδροδυναμικά εστιασμένα το ένα μετά το άλλο. Ένας αριθμός 
ανιχνευτών περιβάλλουν το σημείο όπου η δέσμη του φωτός διαπερνάει τη ροή του 
υγρού: ένας σε ευθυγράμμιση με τη δέσμη φωτός, κάποιοι άλλοι κάθετοι σε αυτήν και 
ένας ή περισσότεροι ανιχνευτές φθορισμού. Κάθε σωματίδιο μεταξύ 0.2 και 150 
μικρομέτρων αιωρούμενο στο υγρό που περνά διαμέσου της δέσμης σκεδάζει το φως 
προς κάποια κατεύθυνση και παράλληλα τα φθορίζοντα χημικά που βρίσκονται στο 
σωματίδιο ή επί της επιφάνειάς του μπορούν να διεγερθούν και να εκπέμψουν φως άλλου 
μήκους κύματος από αυτό της πηγής. Αυτός ο συνδυασμός σκεδασμένου και φθορίζοντος 
φωτός παραλαμβάνεται από τους ανιχνευτές και μετά από αναλύσεις είναι δυνατή η 
αποκόμιση πληροφοριών σχετικών με τη φυσική και χημική δομή κάθε μεμονωμένου 
σωματιδίου. Η εμπρόσθια σκέδαση "FSC" (εκ του Forward Scattering) σχετίζεται με τον 
όγκο του κυττάρου και η πλάγια σκέδαση "SSC" (εκ του Side Scattering) εξαρτάται από 
την εσωτερική πολυπλοκότητα του σωματιδίου (π.χ., σχήμα του πυρήνα, αριθμός 
κυτταροπλασματικών σωματιδίων ή αδρότητα κυτταρικής μεμβράνης). Κάποιες 
συσκευές κυτταρομετρίας ροής δεν περιλαμβάνουν τους ανιχνευτές φθορισμού και 
χρησιμοποιούν μόνο τη σκέδαση του φωτός για τις μετρήσεις. Άλλες, παράγουν 
απεικονίσεις του φθορισμού, της σκέδασης και της έντασης του φωτός για κάθε κύτταρο. 
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Στην κυτταρομετρία ροής το υπό εξέταση υλικό, το οποίο πρέπει να είναι υπό μορφή 
εναιωρήματος (αίμα, μυελός των οστών ή άλλο παρασκευασθέν εναιώρημα κυττάρων 
από ιστούς), υπόκειται σε επεξεργασία με ειδικά κατά περίπτωση μονοκλωνικά 
αντισώματα συζευγμένα με φθορίζουσες ουσίες ή με φθορίζουσες χρωστικές ανάλογες 
προς τη χημική παράμετρο που αναζητείται. Στη συνέχεια ένα ένα τα κύτταρα υπό την 
επίδραση ρυθμίσεων υδροδυναμικής εστίασης έρχονται σε επαφή με δύο έως τέσσερις 
ακτίνες laser διαφορετικού μήκους κύματος εκπεμπόμενης ακτινοβολίας και κατάλληλου 
για τη διέγερση των φθοριοχρωμάτων. Διάφοροι ειδικά διατεταγμένοι ανιχνευτές (έως 
και 18 βολταϊκές φωτοδίοδοι) μετρούν την ένταση του σκεδαζόμενου φωτός που 
προκύπτει από τη διάχυση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας μετά την πρόσκρουση της με 
τα κύτταρα προς όλες τις κατευθύνσεις στο χώρο. Λαμβάνονται κυρίως 4 φωτεινά 
σήματα: το απευθείας σκεδαζόμενο φώς (FSC), το υπό ορθή γωνία σκεδαζόμενο φώς 
(SSC), ο παραγόμενος φθορισμός και η απορρόφηση μέρους της προσπίπτουσας 
ακτινοβολίας. Ο συνδυασμός αυτών των φωτεινών σημάτων παράγει ένα ρεύμα παλμού 
που ενισχύεται και εκφράζεται σαν μία σειρά εξειδικευμένων παλμών, τα αναλογικά 
σήματα, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε ψηφιακά με τους μετατροπείς 
αναλογικού σήματος σε ψηφιακό (ADC system). Τα σήματα αυτά καταχωρούνται, 
ταξινομούνται, δημιουργούνται οι κατανομές συχνότητας των υπό διερεύνηση 
κυτταρικών παραμέτρων και αναλύονται με την χρήση ειδικών προγραμμάτων 
ηλεκτρονικών υπολογιστών. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να εξετασθούν δεκάδες 
κυτταρικές παράμετροι μεγάλου αριθμού κυττάρων σε μικρό χρονικό διάστημα (>1000 
κύτταρα/δευτερόλεπτο). Εκτός από τη μελέτη των διαφόρων κυτταρικών 
Εικόνα 21: Υδροδυναμική εστίαση του δείγματος μέσα από το θάλαμο ροής. 
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χαρακτηριστικών, η τεχνική της κυτταρομετρία ροής είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί 
και για διαλογή κυττάρων (cell sorting). Καθώς τα κύτταρα/σωματίδια του εναιωρήματος 
περνούν από την πηγή φωτός, δύναται εκλεκτικά να φορτισθούν και έτσι κατά την έξοδο 
τους διαχωρίζονται ανάλογα με το φορτίο τους, συλλέγοντας με αυτό τον τρόπο 
καθαρούς κυτταρικούς πληθυσμούς από το αρχικό μείγμα, με μεγάλη ταχύτητα και 
ακρίβεια. 
 
 
 
 
 
 
   Εικόνα 22: Το μηχάνημα της κυτταρομετρίας ροής από την Becton-Dickinson 
 
 
 
3.3.4 Προσδιορισμός της γλουταθειόνης και των ελευθέρων ριζών  
 
           Πειραματική διαδικασία 
 
Μετά τη συλλογή των δειγμάτων ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 300g, στους 5οC για 
10 λεπτά. Στη συνέχεια απομακρύνεται το υπερκείμενο και προστίθεται 150 μL PBS 
και 15 μL χρωστικής mercury orange ή 15 μL χρωστικής DCF για τον προσδιορισμό 
της γλουταθειόνης ή των ελευθέρων ριζών, αντίστοιχα. Ακολουθεί επώαση για 30 
λεπτά στους 370C και σε 5% CO2. Έπειτα, ξεπλένουμε με 250 μL PBS και 
φυγοκεντρούμε στα 300g, στους 5οC για 10 λεπτά. Απομακρύνεται το υπερκείμενο, 
προστίθεται  250 μL PBS και προχωράμε στην ανάλυση. Για τον προσδιορισμό του 
συνολικού επιπέδου των ROS στα κύτταρα με κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιούμε τη 
χρωστική 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA). Η DCFDA μετά την είσοδό της 
στα κύτταρα από-ακετυλιώνεταται από κυτταρικές εστεράσες σε ένα μη φθορίζον 
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προϊόν  το οποίο οξειδώνεται από τις ROS σε 2,7-dichlorofluorescin (DCF).  Η DCF 
είναι  μια φθορίζουσα χρωστική (excitation 495nm, emission 529nm)  που μπορεί να 
προσδιοριστεί με κυτταρομετρία ροής. Άρα, από τα επίπεδα της DCF υπολογίζονται 
τα επίπεδα των ROS: όσο μεγαλύτερη η τιμή της DCF, τόσο περισσότερες οι ROS 
 
Σημείωση: Η χρωστική που χρησιμοποιείται για την γλουταθειόνη ονομάζεται orange 
mercury (Hg) και διαλύεται σε ακετόνη, η οποία τον μετατρέπει σε πιο τοξική μορφή για 
αυτό και χρειάζεται προσοχή στην επαφή με το διάλυμα. Επίσης, να αναφερθεί ότι η 
χρωστική εκπέμπει στο FL-2. 
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4.  Αποτελέσματα Μετρήσεων  
 
4.1  Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισμάτων 
μέσω της αλληλεπίδρασης με την ρίζα ABTS•+ 
 
Συνολικά μελετήθηκαν 12 εκχυλίσματα δειγμάτων από απόβλητα ελαιοτριβείου 
τα οποία ήταν ενθυλακωμένα σε διαφορετικές συνθήκες με Ζελατίνη, Μαλτοδεξτρίνη και 
πρωτεΐνη τυρογάλακτος. Τα δείγματα 2, 9, 14, 18, 20, 21, 22 εξετάστηκαν στις 
συγκεντρώσεις 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280 μg/ml. Τα δείγματα 12 και 13 
εξετάστηκαν σε ευρός συγκεντρώσεων 5, 10, 50, 100, 300, 600μg/ml ενώ τα δείγματα 17, 
19 και 24 εξετάστηκαν στις συγκεντρώσεις 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280μg/ml.  
Όλα τα εκχυλίσματα παρουσίασαν σημαντική ικανότητα αλληλεπίδρασης  με τη 
ρίζα ABTS•+. Το εύρος των τιμών ΙC50 κυμαινόταν από 145 μg/ml έως 710 μg/ml. Το πιο 
ισχυρό ήταν το εκχύλισμα του δείγματος 13 (με ΙC50 ίσο με 145 μg/ml ενώ το πιο ασθενές 
ήταν το εκχύλισμα του δείγματος 2 με ΙC50 ίσο με 710 μg/ml. Στο παρακάτω γράφημα 
(απεικονίζονται οι τιμές  ΙC50 και των 12 εκχυλισμάτων, σχετικά με την αλληλεπίδρασή 
τους με την ρίζα  ABTS•+  και είναι ενδεικτικές της αντιοξειδωτικής ικανότητας τους. 
Όσο μικρότερη είναι η τιμή ΙC50 τόσο μεγαλύτερη η αντιοξειδωτική ικανότητα του  
εκχυλίσματος 
 
Γράφημα 1: Γραφική απεικόνιση τιμών  IC50 των εκχυλισμάτων  δειγμάτων από απόβλητα 
ελαιοτριβείου  σχετικά με την αλληλεπίδρασή τους με τη ρίζα ΑΒΤs• . 
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Παρακάτω παρατίθενται τα γραφήματα που απεικονίζουν την % αναστολή 
(εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από τα εξετασθέντα εκχυλίσματα με κωδικούς 2, 9, 12, 
13, 14, 17, 18,19, 20, 21, 22 και 24.  Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι όλα τα εκχυλίσματα 
δεν παρουσίασαν οποιαδήποτε απορρόφηση  στα 730nm, όταν εξετάστηκαν μόνα τους 
στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις.  
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Γράφημα 2:  Η % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+  από το εκχύλισμα του     
Δείγματος 2   
 
 
 Γράφημα 3:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+  από το εκχύλισμα          
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Εκχύλισμα δείγματος 9 (μg/ml) 
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  Γράφημα 3:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα τυ 
Δείγματος 12  
 
 
 
 
 
Γράφημα 4:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος 13  
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Εκχύλισμα δείγματος 12 (μg/ml) 
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Εκχύλισμα δείγματος 13(μg/ml) 
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Γράφημα 5:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος 14  
 
 
 
 
Γράφημα 6:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος 17 
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Εκχύλισμα δείγματος 14 (μg/ml) 
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Γράφημα 7:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το   εκχύλισμα του   
Δείγματος     18 
 
 
 
Γράφημα 8:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος     19 
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Γράφημα 9:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος     20 
 
 
 
Γράφημα 10:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος     21 
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Γράφημα 11:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος     22 
 
 
 
Γράφημα 12:  Η  % αναστολή (εξουδετέρωση) της ρίζας ABTS•+ από το εκχύλισμα του 
Δείγματος     24 
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4.2    Αποτελέσματα της  επίδρασης των εκχυλισμάτων  στην αναστολή της    
επαγωγής θραύσεων σε πλασμιδιακό DNA από ρίζες περοξυλίου (ROΟ•) 
και εκτίμηση της αντιμεταλλαξιγόνου δράσης  τους. 
 
Συνολικά μελετήθηκαν  12 εκχυλίσματα από απόβλητα ελαιοτριβείου 
ενθυλακωμένα σε ζελατίνη, μαλτοδεξτρίνη και πρωτεΐνη τυρογάλακτος  σε διαφορετικές 
συνθήκες. Τα δείγματα  9, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20 και 21 εξετάστηκαν στις 
συγκεντρώσεις  50, 100, 200, 400, 800 και 1600μg/ml  ενώ τα δείγματα 2, 22 και 24 
εξετάστηκαν και στη συγκέντρωση των 3200μg/ml.  
Τα εκχυλίσματα που μελετήθηκαν ανέστειλαν δοσοεξαρτώμενα την επαγωγή 
θραύσεων στο πλασμιδιακό DNA από ρίζες περοξυλίου (ROΟ•). Το γεγονός αυτό δείχνει 
ότι μπορούν να εξουδετερώνουν τις ρίζες  περοξυλίου (ROΟ•), παρουσιάζοντας 
αντιοξειδωτική-αντιμεταλλαξιγόνο  δράση. Το εύρος των τιμών ΙC50 κυμαινόταν από 397 
μg/ml έως 2300 μg/ml. Το πιο ισχυρό ήταν το εκχύλισμα του δείγματος 13  με ΙC50 ίσο με 
397 μg/ml ενώ το πιο ασθενές ήταν το εκχύλισμα του δείγματος με ΙC50 ίσο με 2300 
μg/ml. Στο παρακάτω γράφημα ( απεικονίζονται οι τιμές  ΙC50 και των 12 εκχυλισμάτων, 
σχετικά με την αλληλεπίδρασή τους με την ρίζα  AAPH•+ Όσο μικρότερη είναι η τιμή 
ΙC50 τόσο μεγαλύτερη η αντιοξειδωτική ικανότητα του  εκχυλίσματος 
 
 
 
Γράφημα 13: Γραφική απεικόνιση τιμών  IC50 των εκχυλισμάτων  δειγμάτων από 
απόβλητα ελαιοτριβείου  σχετικά με την αλληλεπίδρασή τους με τη ρίζα ΑΑPH• . 
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Στην Εικόνα 23 δίνεται μια αντιπροσωπευτική φωτογραφία από την ηλεκτροφόρηση 
δειγμάτων σε πήκτωμα αγαρόζης. 
 
 
Εικόνα 23 :  Αντιπροσωπευτική φωτογραφία από την ηλεκτροφόρηση δειγμάτων σε 
πήκτωμα  αγαρόζης. 
Σειρά 1: DNA plasmid 
Σειρά 2: DNA plasmid + AAPH 
Σειρά 3: DNA plasmid + AAPH + 50 μg/ml εκχυλίσματος  
Σειρά 4: DNA plasmid + AAPH + 100 μg/ml εκχυλίσματος   
Σειρά 5: DNA plasmid + AAPH + 200 μg/ml εκχυλίσματος  
Σειρά 6: DNA plasmid + AAPH + 400 μg/ml εκχυλίσματος    
Σειρά 7: DNA plasmid + AAPH + 800 μg/ml εκχυλίσματος  
Σειρά 8: DNA plasmid + AAPH + 1600 μg/ml εκχυλίσματος   
Σειρά 9: DNA plasmid + 1600 μg/ml εκχυλίσματος   
 
 
 
 
Παρακάτω παρατίθενται τα γραφήματα που απεικονίζουν την % αναστολή 
(εξουδετέρωση) της ρίζας AAPH•+ από τα εξετασθέντα εκχυλίσματα με κωδικούς 2, 9, 
12, 13, 14, 17, 18,19, 20, 21, 22 και 24.   
 
 
    1           2             3             4            5            6            7            8              9 
Relaxed DNA             →        
Supercoiled DNA      → 
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Γράφημα 14 :  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 2 , στις επαγόμενες από ρίζες  ROΟ• 
ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ• . 
 
 
 
 
Γράφημα 15 :  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 9 , στις επαγόμενες από ρίζες  ROΟ• 
ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ• . 
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Γράφημα 16:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 12 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ• . 
 
 
 
Γράφημα 17:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 13 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ• . 
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Εκχύλισμα Δείγματος 12(μg/ml) 
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Γράφημα 18:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 14 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ• . 
 
 
 
 
Γράφημα 19:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 17 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
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Γράφημα 20:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 18 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
 
 
 
 
Γράφημα 21:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 19 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
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Γράφημα 22:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 20 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
 
 
 
 
 
Γράφημα 23:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 21 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
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Γράφημα 24:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 22 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
 
 
 
Γράφημα 25:  Επίδραση εκχυλίσματος  του Δείγματος 24 , στις επαγόμενες από ρίζες  
ROΟ• ρήξεις σε πλασμιδιακό  DNA.  Ποσοστά αναστολής της δράσης των ριζών  ROΟ 
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4.3 Συνολικά συγκριτικά αποτελέσματα και με τις δύο μεθόδους 
  
Συνοψίζοντας όλα τα παραπάνω αποτελέσματα και παρατηρώντας το Γράφημα  
διαπιστώνουμε, ότι  τα αποτελέσματα της εκτίμησης της αντιοξειδωτικής ικανότητας 
των συγκεκριμένων εκχυλισμάτων και με τις δύο ρίζες, παρουσιάζουν σημαντικές 
ομοιότητες αλλά και ορισμένες αποκλίσεις.  
 
Γράφημα 26:   Απεικόνιση των τιμών IC50 των εκχυλισμάτων που εξετάστηκαν και με τις 
δύο μεθόδους. 
 
Παρατηρείται ότι και στις δυο μεθόδους το δείγμα από το εκχύλισμα  το οποίο είχε την 
μεγαλύτερη αντιοξειδωτική ικανότητα  είναι το Δείγμα 13 ενώ τα δείγματα με την 
χαμηλότερη αντιοξειδωτική δράση είναι τα Δείγματα 2 και 24. 
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4.4  Αποτελέσματα από τον  προσδιορισμό της κυτταροτοξικής δράσης 
του  εκχυλίσματος  με τη  μέθοδο του ΧΤΤ. 
 
Μελετήθηκε το εκχύλισμα το οποίο παρουσίασε την μεγαλύτερη αντιοξειδωτική 
δράση και παρατηρήθηκε ότι δεν εμφάνισε κυτταροτοξική δράση στην κυτταρική σειρά 
EA.hy926 στις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική διαδικασία.   
 
 
 
Γράφημα 27: Η % βιωσιμότητα των ενδοθηλιακών κυττάρων EA.hy 926 υπό την 
επίδραση του εκχυλίσματος. 
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4.5 Αποτελέσματα από τον προσδιορισμός των  επιπέδων της  
γλουταθειόνης (GSH) μέσω κυτταρομετρίας ροής. 
 
Με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής προσδιορίστηκαν τα επίπεδα γλουταθειόνης 
(GSH) στην κυτταρική σειρά έπειτα από επώαση με το δραστικότερο εκχύλισμα από τα 
απόβλητα ελαιοτριβείου (3200, 1600, 800, 400, 200 mg/ml) για 24 ώρες και 
ακολουθήθηκε η προσθήκη του οξειδωτικού παράγοντα t-ΒΗP (0,3mM) για 1 ώρα. 
Προσδιορίστηκαν επίσης, τα επίπεδα της γλουταθειόνης των κυττάρων υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (control) αλλά και η επίδραση της χορήγησης του οξειδωτικού παράγοντα          
(t-BHP) χωρίς την προσθήκη εκχυλίσματος . Το πείραμα επαναλήφθηκε τρεις φορές για 
την επαλήθευση των αποτελεσμάτων.  
Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα επίπεδα της γλουταθειόνης χωρίς την προσθήκη του 
οξειδωτικού παράγοντα παρουσιαστήκαν αυξημένα σε σύγκριση με το control στις 
εξεταζόμενες συγκεντρώσεις έως και 300% στην συγκέντρωση των 3200μg/ml (Γράφημα 
29). Όπως φαίνεται στο γράφημα 30 τα επίπεδα της γλουταθειόνης μετά τη χορήγηση του 
οξειδωτικού παράγοντα μειώθηκαν σημαντικά κατά 50 % σε σχέση με το control ενώ στα 
δείγματα που προηγήθηκε χορήγηση του εκχυλίσματος παρατηρήθηκαν αυξημένα 
επίπεδα γλουταθειόνης κατά 146,8%, 170,7%, 176,5%, 162,8%, σε σχέση με τα επίπεδα 
της γλουταθειόνης στο δείγμα που χορηγήθηκε μόνο t-ΒΗP, για τις συγκεντρώσεις  400, 
800, 1600, 3200 mg/ml αντίστοιχα.  
Στο γράφημα 28 φαίνεται η γραφική απεικόνιση των επιπέδων της γλουταθειόνης 
στα κύτταρα όπως μας το έδωσε το λογισμικό πρόγραμμα της κυτταρομετρίας ροής. Οι 
καμπύλες αντιστοιχούν στις διαφορετικές συγκεντρώσεις του εκχυλίσματος. Όπως 
παρατηρείται στο γράφημα σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις εκχυλίσματος, έχουμε 
μετατόπιση της καμπύλης προς τα δεξιά. Αυτό υποδηλώνει αυξημένα επίπεδα 
γλουταθειόνης.   
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Γράφημα 28: Συγκεντρωτικό γράφημα των επιπέδων της γλουταθειόνης (GSH) από 
το λογισμικό της κυτταρομετρίας ροής. 
 
 
 
 
Εικόνα 24:  Αντιπροσωπευτικές εικόνες γραφημάτων που δείχνουν την κοκκίωση (SSC) 
και το μέγεθος (FSC) των κυττάρων EA.hy926 (πάνω σειρά γραφημάτων) καθώς και τη μεταβολή 
της γλουταθειόνης (GSH) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 (κάτω σειρά γραφημάτων) μετά από 
χρώση με Mercury Orange υπό φυσιολογικές συνθήκες (control), υπό την επίδραση μόνο του t-
BHP και υπό το συνδυασμό χορήγησης εκχυλίσματος και t-BHP. 
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Γράφημα 29: Επίπεδα γλουταθειόνης (GSH) στην κυτταρική σειρά EA.hy 926 υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (control), και υπό τον συνδυασμό του εκχυλίσματος (400,800,1600,3200 mg/ml) για 24 
ώρες 
 
 
 
Γράφημα 30: Επίπεδα γλουταθειόνης (GSH) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (control), υπό την επίδραση μόνο t-BHP (0,3μΜ) για 1 h και υπό τον συνδυασμό του 
εκχυλίσματος (400,800,1600,3200 mg/ml) για 24 ώρες + t-BHP (0,3 mM) για 1 h. 
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4.6 Αποτελέσματα από τον Προσδιορισμό των  επιπέδων ROS μέσω 
κυτταρομετρίας ροής 
Με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής προσδιορίστηκαν επίσης τα επίπεδα 
ελευθέρων ριζών (ROS) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 έπειτα από επώαση με το 
εκχύλισμα ( 400, 800, 1600, 3200 mg/ml) για 24 ώρες, η οποία στα δείγματα μας 
ακολουθούνταν από προσθήκη του οξειδωτικού παράγοντα t-ΒΗP (0,3mM) για 1 ώρα. 
Προσδιορίστηκαν επίσης, τα επίπεδα ROS των κυττάρων υπό φυσιολογικές συνθήκες 
(control) αλλά και η επίδραση της χορήγησης του οξειδωτικού παράγοντα (t-BHP) χωρίς 
την προσθήκη εκχυλίσματος . Το πείραμα επαναλήφθηκε τρεις φορές για την επαλήθευση 
των αποτελεσμάτων.  
Όπως φαίνεται στο γράφημα 32 τα επίπεδα των ROS απουσία του οξειδωτικού 
παράγοντα δεν επηρεάστηκαν ιδιαίτερα  σε σχέση με το control για τις συγκεντρώσεις 
(400, 800, 1600, )  mg/ml. Μείωση της τάξεως των 23% παρατηρείται μόνο στην 
συγκέντρωση των 3200μg/ml. Αντίστοιχα παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα τα 
επίπεδα των ROS υπό την παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα δεν επηρεάστηκαν 
σημαντικά σε σύγκριση με τις φυσιολογικές συνθήκες (control). Το ίδιο παρατηρείτε και 
υπό την επίδραση του εκχυλίσματός σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις (Γραφημά 32).  
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 Γράφημα 31: Συγκεντρωτικό γράφημα των επιπέδων ROS από το λογισμικό της 
κυτταρομετρίας ροής. 
 
 
 
 
Γράφημα 25: Αντιπροσωπευτικές εικόνες γραφημάτων που δείχνουν την κοκκίωση (SSC) και το 
μέγεθος (FSC) των κυττάρων EA.hy926 (πάνω σειρά γραφημάτων) καθώς και τη μεταβολή των 
ελευθέρων ριζών (ROS) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 (κάτω σειρά γραφημάτων) μετά από 
χρώση με DCF υπό φυσιολογικές συνθήκες (control), υπό την επίδραση μόνο του t-BHP και υπό το 
συνδυασμό χορήγησης του εκχυλίσματος και t-BHP.  
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Γράφημα 31: Επίπεδα ελευθέρων ριζών (ROS) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 υπό    φυσιολογικές 
συνθήκες (control) και υπό τον συνδυασμό εκχυλίσματος(400, 800, 1600, 3200 mg/ml) για 24 ώρες 
 
 
 
 
Γράφημα 32: Επίπεδα ελευθέρων ριζών (ROS) στην κυτταρική σειρά EA.hy926 υπό φυσιολογικές 
συνθήκες (control), υπό την επίδραση μόνο t-BHP (0,3μΜ) για 1 h και υπό τον συνδυασμό 
εκχυλίσματος(400, 800, 1600, 3200 mg/ml) για 24 ώρες + t-BHP (0,3 mM) για 1 ώρα.  
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5.Συζήτηση:  
 
Μεγάλο ενδιαφέρον έχει εκδηλωθεί τα τελευταία χρόνια, για την παραγωγή και  
χρήση τροφών φυτικής προέλευσης, ως πηγή πρόσληψης φυτικών πολυφαινολών,  
βιοδραστικών ενώσεων στις οποίες αποδίδονται σημαντικές αντιοξειδωτικές ιδιότητες και 
πιθανός ρόλος στην πρόληψη ασθενειών που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες. Έτσι 
καθώς τα φυτά αποτελούν μια ιδιαίτερα πλούσια πηγή βιοδραστικών μορίων, αφού 
παράγουν αρκετά από αυτά ως δευτερογενείς μεταβολίτες  για την ικανοποίηση  
λειτουργικών τους αναγκών, αποτελούν τόσο αυτά όσο και τα προϊόντα τους αντικείμενο 
εκτεταμένης μελέτης στα πλαίσια αναζήτησης νέων χημειοπροστατευτικών παραγόντων. 
Αρκετά μελετημένο, ως προς τα βιοδραστικά του συστατικά και κυρίως τις φυτικές 
του πολυφαινόλες είναι το ελαιόλαδο όπως επίσης και τα απόβλητα επεξεργασίας του. 
Έχει αποδειχτεί επιστημονικά ότι το ελαιόλαδο, λόγω των πολυφαινολικών συστατικών 
του παρουσιάζει αυξημένη αντιοξειδωτική ικανότητα και γι το λόγο αυτό η επιστημονική 
κοινότητα έχει στρέψει το ενδιαφέρον  της και στα απόβλητα επεξεργασίας του 
ελαιόλαδου. Σκοπός τους δεν είναι μόνο η μείωση της περιβαλλοντικής  ρύπανσης με την 
επεξεργασία και την χρησιμοποίηση αλλά και η παροχή των αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων 
τους στην καθημερινή ζωή μειώνοντας το οξειδωτικό στρες όπως επίσης και στην 
πρόληψη ασθενειών.    
Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη και εκτίμηση (με  τη χρήση μοριακών 
μεθόδων) της αντιοξειδωτικής και αντιμεταλλαξιγόνου δράσης, σε εκχυλίσματα από 
απόβλητα ελαιοτριβείου τα οποία ήταν ενθυλακωμένα σε μαλτοδεξτρίνη, ζελατίνη και 
πρωτεΐνη τυρογάλακτος. Για την μελέτη των εκχυλισμάτων, χρησιμοποιήθηκαν 2 in vitro 
μέθοδοι, οι οποίες στηρίζονται στην εξουδετέρωση της  σταθερής  χημικής ρίζας  ABTS•+ 
από αντιοξειδωτικές ενώσεις και στην πιθανή χημειοπροστατευτική δράση των 
εκχυλισμάτων στην επαγόμενη οξειδωτική βλάβη του DNA από δραστικές μορφές οξυγόνου 
όπως είναι η ρίζα  ROO•. Και  στις 2 μεθόδους προσδιορίστηκε  το IC50 , δηλαδή η 
συγκέντρωση των εξεταζόμενων ουσιών στην οποία προκαλούσαν μείωση-εξουδετέρωση 
των ριζών που χρησιμοποιήθηκαν  κατά 50%,  από τις γραφικές παραστάσεις της μεταβολής 
της % εξουδετέρωσης σε συνάρτηση με τις συγκεντρώσεις των εκχυλισμάτων. Όσο 
μικρότερη είναι η τιμή του IC50 τόσο ισχυρότερη είναι η αντιοξειδωτική δράση του 
εκχυλίσματος.  
Με βάση τις τιμές των IC50 του Γραφήματος 1 το σύνολο των 12 εκχυλισμάτων  που 
μελετήθηκαν παρουσίασαν ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας του ABTS. Το εύρος των 
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τιμών IC50 κυμαινόταν από 145μg/ml έως 710μg/ml. Το πιο ισχυρό από τα εκχυλίσματα 
ήταν του δείγματος 13  με  IC50 145μg/ml που ήταν ενθυλακωμένο σε μαλτοδεξτρίνη. Εκτός 
από τη ριζα ABTS•+ , τα εκχυλίσματα ελέγχθηκαν για πιθανή προστατευτική 
αντιμεταλλαξιγόνο  δράση έναντι της  πρόκλησης βλαβών στο DNA από τις ρίζες ROO•, με 
την χρήση της δεύτερης  μεθόδου και την επίδραση ριζών ROO• επάνω σε πλασμιδιακό 
DNA. Σύμφωνα με τις τιμές IC50 του Γραφήματος 13 όλα τα εκχυλίσματα επέδειξαν αρκετά 
ισχυρή δοσοεξαρτώμενη προστατευτική δράση στην επαγόμενη από ρίζες ROO• βλάβη στο 
DNA, με τις τιμές αυτές να κυμαίνονται από 397 μg/ml έως 2300 μg/ml. Το πιο ισχυρό από 
τα εκχυλίσματα (όπως και στην περίπτωση της ρίζας ABTS•) ήταν του δείγματος 13 που 
αφορούσε με  IC50 397μg/ml. Και στις δυο μεθόδους ασθενέστερα δείγματα αποδειχθήκαν 
τα δείγματα 2, 9 και 24. Το δείγμα 13 όπως παρουσιάζεται στον πίνακα 3 ήταν 
ενθυλακώμενο σε μαλτοδεξτρίνη με συνθήκες ανάπτυξης των πειραμάτων 78ο C εξωτερική 
θερμοκρασία και 140ο C εσωτερική θερμοκρασία. Όπως αποδεικνύεται και από τα IC50 των 
δυο  in vitro μεθόδων που πραγματοποιήθηκαν τα δείγματα που ήταν ενθυλακωμένα μόνο 
σε μαλτοδεξτρίνη παρουσίαζαν αυξημένη αντιοξειδωτική ικανότητα σε σύγκριση με τα 
δείγματα που ήταν ενθυλακωμένα είτε σε ζελατίνη είτε σε πρωτεΐνη. Ιδιαίτερα τα δείγματα 
που ήταν ενθυλακωμένα σε πρωτεΐνη όπως τα δείγματα 9 και 24 αποδείχθηκε και με τις δυο 
μεθόδους ότι έχουν ασθενή αντιοξειδωτική δράση. 
Στο τελευταίο στάδιο της παρούσας εργασίας διαπιστώθηκε η   αντιοξειδωτική  
δράση ενδοκυτταρικά του εκχυλίσματος  που παρουσίασε την μεγαλύτερη 
αντιοξειδωτική ικανότητα από τις δύο προηγούμενες μεθόδους  στις διάφορες 
συγκεντρώσεις της που έλαβαν χώρα κατά την πειραματική διαδικασία σε επιθηλιακά 
κύτταρα (κυτταρική σειρά  EA.hy 926), όπου προσδιορίστηκαν τα επίπεδα της 
γλουταθειόνης (GSH) και των ελευθέρων ριζών (ROS) με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας 
ροής. Πιο συγκεκριμένα,  με τη βοήθεια της μεθόδου XTT επιλέχθηκαν μη 
κυτταροτοξικές συγκεντρώσεις (200,400, 800, 1600 3200 mg/ml) για τη διεξαγωγή των 
πειραμάτων.  
Με τη βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής προσδιορίστηκαν τα επίπεδα της 
γλουταθειόνης (GSH) παρουσία και απουσία οξειδωτικού παράγοντα. Απουσία 
οξειδωτικού παράγοντα παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση των επιπέδων GSH εως και 
300% για την μεγαλύτερη συγκέντρωση σε σύγκριση με το control. Η αύξηση των 
επιπέδων GSH επιβεβαιώνει ότι το εκχύλισμα παρουσιάζει σημαντική αντιοξειδωτική 
ικανότητα. Τα κύτταρα μετά από επώαση με τον οξειδωτικό παράγοντα t-BHP 
παρουσίασαν σημαντικά μειωμένα επίπεδα γλουταθειόνης κατά 49,5% συγκριτικά με το 
control, ενώ στα δείγματα που προηγήθηκε η χορήγηση της εκχυλίσματος παρουσίασαν 
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αυξημένα επίπεδα γλουταθειόνης κατά  146,8%, 170,7%, 176,5%, 162,8%% σε σχέση με 
τα επίπεδα της γλουταθειόνης στο δείγμα που χορηγήθηκε μόνο t-BHP, για τις 
συγκεντρώσεις 400, 800, 1600, 3200 mg/ml αντίστοιχα. Επομένως, τα επίπεδα της 
γλουταθειόνης (GSH) αυξήθηκαν σημαντικά έπειτα από επώαση με το εκχύλισμα. Η 
διαφορά που παρατηρείται παρουσία και απουσία οξειδωτικού παράγοντα στα επίπεδα 
γλουταθειόνης οφείλεται στον οξειδωτικό παράγοντα που προκαλεί στα κύτταρα 
οξειδωτικό stress.  Ως πιθανή αιτία της παρατηρούμενης αύξησης στα επίπεδα GSH 
μπορεί να είναι η επαγωγή των μοριακών μηχανισμών που σχετίζονται με τη βιοσύνθεση 
της GSH, όπως για παράδειγμα η αύξηση είτε σε επίπεδο μεταγραφής ή μετάφρασης της 
έκφρασης των ενζύμων που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση της GSH.  Επομένως, αν 
ληφθεί μέσω της τροφής , τότε θα επαχθεί η βιοσύνθεση γλουταθειόνης.  
Ακόμη, με τη βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής προσδιορίστηκαν τα επίπεδα των 
ROS, όπου τα επίπεδα των ROS μετά τη χορήγηση του οξειδωτικού παράγοντα δεν 
επηρεάστηκαν συγκριτικά με το control γεγονός  που μπορεί να οφείλεται στην 
εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών που παράγει το t-BHP από ενεργοποίηση των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών του κυττάρου όπως η γλουταθειόνη. Χωρίς τον οξειδωτικό 
παράγοντα παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα των ROS μειώνονται μόνο στην συγκέντρωση 
3200μg/ml της τάξεως 77% ενώ στις άλλες συγκεντρώσεις δεν παρατηρήθηκε να 
επηρεάζονται τα επίπεδα των ROS. Παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα τα επίπεδα 
των ROS δεν επηρεάστηκαν υπό τις φυσιολογικές συνθήκες και σε σύγκριση με το 
control όπως επίσης σημαντική επιρροή δεν παρατηρήθηκε και υπό την επίδραση των  
εκχυλισμάτων σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Αυτό είναι λογικό αφού παρουσία του 
οξειδωτικού παράγοντα λόγω του οξειδωτικού stress τα επίπεδα των ROS είναι 
δυσκολότερο να μειωθούν. 
 Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα έδειξαν πως πολυφαινολικό εκχύλισμα από 
απόβλητα ελαιοτριβείων μετά από ενθυλάκωσή σε μαλτοδεξτρίνη, πρωτεΐνη 
τυρογάλακτος και ζελατίνη διατηρεί ισχυρή αντιοξειδωτική δράση. Πιο ισχυρά όμως 
αποδείχτηκαν τα εκχυλίσματα που προέκυψαν από ενθυλάκωση σε μαλτοδεξτρίνη. 
Ιδιαίτερα, στα ενδοθηλιακά κύτταρα φαίνεται ότι η αύξηση της αντιοξειδωτικής δράσης 
από το εκχύλισμα που ενθυλακώθηκε σε μαλτοδεξτρίνη οφείλεται κυρίως στην αύξηση 
των επιπέδων της GSH. Αυτή η δράση του εκχυλίσματος  δημιουργεί πρόσφορο έδαφος 
να χρησιμοποιηθεί σε βιολειτουργικά τρόφιμα ή σε διατροφικά συμπληρώματα. Επιπλέον  
η ενθυλάκωση του εκχυλίσματος μπορεί να αυξήσει τη βιοδιαθεσιμότητα του, και έτσι 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί από την βιομηχανία, για ενίσχυση – βελτίωση  προϊόντων 
διατροφής και φαρμακευτικών σκευασμάτων, έτσι ώστε, με την κατάλληλη προσθήκη 
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αυτών σε ποτό, τρόφιμο ή φαρμακευτικό σκεύασμα, να προσδίδονται οι θετικές ιδιότητες 
του ελαιολάδου. 
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